














Uber den Vitamin C-Gehalt der Kartoftfeln. 
IV. Mitteilung: 
Uber den Einflu8 versechiedener Diingung. 


Von 


A. Seheunert, J. Reschke und E. Kohlemann. 
(Aus dem Veterinir-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Eingegangen am 20. Mdrz 1940.) 


Gelegentlich unserer Untersuchungen iiber den Einflu8 der Diingung 
auf den Vitamingehalt der Kartoffel wurde auch der Vitamin C-Gehalt 
beriicksichtigt. Zur Untersuchung standen Kartoffelproben aus zwei 
Diingungsversuchen zur Verfiigung. Uns interessierte dabei die fiir die 


Volksernahrung wichtige Frage, ob solche Einfliisse noch in Kartoffeln 
nachgewiesen werden kénnen, die in den ersten Monaten des Jahres 
zum Verzehr kommen. In diesen Monaten ist der Vitamin C-Gehalt 
der Kartoffel besonders wichtig, da auf ihm im wesentlichen die gesamte 
Vitamin C-Versorgung beruht. Der Einflu8 der Diingung ist bereits 
von Ott!, Kréner und Steinhoff? und Nehring® gepriift worden. Ott 
erzielte durch Gaben verschiedener Nahrstoffe unterschiedliche Wir- 
kung. Durch Zugabe von Stalldung zu einer reinen Mineraldiingung 
konnten durchweg Erhéhungen des Vitamin C-Gehalts erzielt werden. 
Kroner und Steinhoff sowie Nehring kommen auf Grund ihrer Unter- 
suchungen dagegen zu dem SchluB, dafB noch keine sicheren Er- 
kenntnisse iiber den EinfluB der einzelnen Diingungsbestandteile auf 
den Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln vorliegen. Wenngleich durch 
eine sachgemiBe mineralische Volldiingung im allgemeinen giinstigere 
Ergebnisse erzielt wurden, als durch alleinige Stalldunggaben, kommt 
Nehring doch zu dem SchluB, daB die Bodenart von gréBerer Be- 
deutung fiir den Gehalt der Kartoffel an Vitamin C ist. 


Versuchsmaterial. 


Von der Landwirtschaftlichen Versuchsstation Lichterfelde waren zwei 
Proben geliefert worden, von denen die eine nur 150 dz/ha Stalldiinger er- 
halten hatte, wihrend die andere mit 80 kg ha N als Leunasalpeter, 80kg P,O, 
als Superphosphat und 200 kg K,O als Kalimagnesia pro ha gediingt worden 
war. Drei Proben Kartoffeln wurden aus einem Dauerdiingungsversuch des 
Instituts fiir Pflanzenbau, Gottingen, geliefert. Die erste, ungediingte Probe 

1 M. Ott, Der Forschungsdienst 4, 13, 1937. 2 W. Kroner u. G. Stein- 
hoff, diese Zeitschr. 294, 138, 1937. 3 K. Nehring, VIe Congrés inter- 
national technique et chimique des industries agricoles. Budapest 1939. 
Compt. rend. 2, 546, 1939. 
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hatte keinerlei Diingung erhalten, die zweite Probe hatte regelmaBig ein, 
Volldiingung aus 44 kg/ha N als schwefelsaures Ammoniak, 38 kg/ha P,O 
als Superphosphat und 83 kg ha K,O als 40°, iges Kalidiingesalz erhalte: 
Die dritte Probe war genau so, aber ohne Kali gediingt worden. Methodisc) 
gingen wir ebenso vor, wie in den vorhergehenden Abhandlungen! ausfiihrlic| 
dargelegt wurde. Die Untersuchung erfolgte also mit der titrimetrische: 
Methode sowohl an rohen als auch an gedaimpften Kartoffeln. Bei den 
Versuchen mit den Kartoffeln Lichterfelde wurde das titrimetrische FE: 
gebnis durch den Tierversuch kontrolliert. 


In der Tabelle I sind zunachst die mit der titrimetrischen Method 
erhaltenen Werte zusammengestellt, wobei jede angegebene Zahl eine: 


Tabelle I. 





—— Herkunft Pa _100¢ Kartoffein enthalten mg Ascorbinsiur 
suchs und Diingung suchung roh Mittelwert gedimpft Mittelwert 
1 Lichterfelde, Stallmist Febr. 1937 10,79 11,36 | 
114 
14,10 ie it 
14,25 2 
14,06 { 138 
14,34 
14,82 
1 Lichterfelde, NPK Febr. 1937 10,63 10,63) 10.8 
12,24 13.6 igo: |{ "’ 
15,22 | m 
16,27 
2 | Lichterfelde, Stallmist April 1937 7,6 8,21 |} 8.4 
10,3 | S084) °° 
11,18 9 
ce ip 11,2 
13,01 
13,44 
2 Lichterfelde, NPK April 1937 10,72 838 it o 
| » gr 8,1 
11,61 11.5 7,86 | 
11,61 | “a 
12,22 
3 | Géttingen, ungediingt April 1937 9,69 908 it as 
£ I J,0 
10,48 | 111 900 f°’ 
12,05 . 
12,22 | 
3 Géttingen, NPK April 1937 10,13 | 9,83 | 10.0 
10,48 11.2 1n06 1h 
10,83 | si 
13,27 
3 Géttingen, NP April 1937 9,08 8,80 | ge 
9,78 | 9.7 S80 344 -” 
9,78 | iis 
10,30 


Scheunert, Reschke u. Kohlemann, diese Zeitschr. 290, 313, 1937. 
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Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln. IV. 


vesondert entnommenen Kartoffelprobe entspricht und jeder Versuch 
unter sich vergleichbar ist. Man sieht zunachst die sehr groBen Schwan- 
kungen der Rohwerte, die es allein schon fraglich erscheinen lassen, ob 
Unterschiede, die sich bemerkbar machen auf Diingungseinfliisse 
zuriickgefiihrt werden kénnen. Dab solche nicht zum Ausdruck kommen, 
wird durch die praktisch tibereinstimmenden Mittelwerte wahrscheinlich 
gemacht. Bei der Untersuchung der gedampften Kartoffeln, wozu 
stets Lkg zu einem Dampfversuch verwendet wurde, ist zwar ein 
Unterschied vorhanden, doch ist er zu gering, um ihm eine Bedeutung 
zuzumessen. Fiir den zweiten Versuch mit den Lichterfelder Kartoffeln 
gilt das gleiche. Der Vitamin C-Gehalt hat infolge der etwa 5 Wochen 
langeren Lagerung weiter abgenommen. Unterschiede sind auch hier 
weder bei rohen noch bei gedimpften Kartoffeln zu finden. Beim 
dritten Versuch, der besonders deshalb wichtig ist, weil es sich um 
einen tiber Jahrzehnte fortgesetzten Diingungsversuch handelt, treten 
die groBen Schwankungen der Einzelproben des rohen Materials wieder 
deutlich hervor, doch bestehen zwischen der ungediingten Probe und 
derjenigen mit mineralischer Volldiingung keine Unterschiede. Die 
nur mit Stickstoff und Phosphor gediingte Probe hingegen hat deutlich 
niedrigere Werte. Die Untersuchung der gedampften Probe der mit 
NPK gediingten Kartoffeln steht zwar deutlich an der Spitze, doch 
sind die Unterschiede gegeniiber den anderen Proben nicht ausschlag- 
gebend. 

Mit Hilfe des Tierversuchs wurden der Lichterfelder Versuch mit 
rohen und gedampften Kartoffeln gepriift und die mit der Titration 
gewonnenen Ergebnisse bestatigt. Eine ausfiihrliche Wiedergabe er- 
iibrigt sich. Die Tiere wurden mit 3g Kartoffeln, roh und gedampft, 
iiber 35 Tage lang an der Skorbutgrenze gehalten. Dies wiirde, mit 
einem Auswertungsversuch mit reiner Ascorbinsdure verglichen, einem 
Gehalt von 10,5 bis 12 mg®, Ascorbinséure entsprechen. Diese Zahlen 
stimmen praktisch mit dem Titrationsergebnis iiberein. 

Zusammengefapt zeigen die Ergebnisse, daB die untersuchten 
Kartoffeln trotz langer Lagerung noch immer betrachtliche Mengen 
von Vitamin C enthielten. Im Februar waren in den Rohkartoffeln 
durchschnittlich 13 mg°®, und im April durchschnittlich 11 mg°, 
Ascorbinsaure enthalten. Einfliisse durch die verschieden angewandten 
Diingungsweisen konnten nicht ermittelt werden. Fiir die Deckung 
des menschlichen Vitamin C-Bedarfs in den Friithjahrsmonaten scheint 
somit die Diingungsart der Kartoffeln ohne Bedeutung zu sein. 




















Uber den Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln. 
V. Mitteilung: 


Durehsechnittsgehalt der deutschen Kartoffeln an Vitamin € vom 
Herbst bis zum Juni. 


Von 
A. Scheunert, J. Resehke und E. Kohlemann. 
(Aus dem Veterinar-Physiologischen Institut der Universitat Leipzig 


(Eingegangen am 20, Marz 1940.) 


In Fortsetzung unserer Untersuchungen tiber den Vitamin C-Gehalt 
verschiedener wichtiger Kartoffelsorten und seine Veranderungen bei 
der Lagerung iiber den Winter soll im folgenden tiber das Verhalten 
der Herbstkartoffeln der Ernte 1936 weiter berichtet werden. 

Hieriiber war in der II. Mitteilung bereits vorlaufig mitgeteilt 
worden, daB die drei Sorten: Erdgold, Edelragis und Ackersegen aus 
sechs iiber ganz Deutschland verteilten Herkiinften beschafft und in 
einem Keller gelagert worden waren. 

Sogleich nach der Ernte schwankte der Gehalt dieser Kartoffeln 
wenn man von einem einzigen besonders hohen Vorkommen absieht 
zwischen 1,3 und 1,9mg Ascorbinséure in 10g. Die Untersuchungen 
wurden bei diesen drei Kartoffelsorten bis in den Juni 1937 hinein 
periodisch wiederholt und dabei wurden auch die titrimetrisch gewonnene? 
Ergebnisse durch den Tierversuch kontrolliert. _ 

Vor der Mitteilung der Ergebnisse mu aber zunachst kurz auf die 
Arbeiten anderer Autoren eingegangen werden, welche seit der LI. Mit 
‘teilung erschienen sind. Die groBe Bedeutung der Kartoffel fiir die 
Vitamin C-Versorgung ist allerorts erkannt worden und hat zu einer 
vielseitigen Bearbeitung gefiihrt, wobei einerseits das Verhalten des 
Vitamin C wahrend der Lagerung, andererseits einige Einfliisse von 
KochmafBinahmen untersucht worden sind. Die letzte Gruppe von 
Arbeiten bedarf im Zusammenhang mit der Fragestellung unsere! 
Untersuchung einer Erérterung nicht. 

Nachzutragen ist zunichst, daB McKittrick und Thiessen’ nur iibet 
einen geringen Verlust an Vitamin C wahrend sechsmonatiger Lagerung 1952 
berichteten, ohne aber genaue Zahlen anzugeben. Es sei darauf hingewiesen. 
da® schon bei unseren ersten Untersuchungen? iiber die Lagerung der Ka: 
toffeln 1925/26 im Meerschweinchenversuch auch nur sehr geringe, kau: 
merkliche Abnahmen zur Beobachtung kamen. 


' Mc Kittrick u. Thiessen, Rep. Wyoming. agric. Exp. Stat. 1982, 
S. 25. 2 Scheunert, Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel, I. Tei!. 
8. 34. Berlin, Jul. Springer, 1930. 
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Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln. V. D 


Ganz im Gegensatz hierzu steht ein Befund von Janovska'; dort mubten 
iach Lagerung iiber den Winter 20g gedimpfter Kartoffeln einem Meer- 
schweinchen verabreicht werden, um Skorbutschutz zu erzielen, wahrend 
dieselbe Kartoffelsorte ‘im Sommer vorher bereits mit 5g (ebenfalls ge- 
dampft) gewirkt hatte. Dies ahnelt einem anderen unserer Befunde und zwar 
an der Ernte 19297, wobei bei Lagerung bis zum Januar 1930 roh 3g, in 
Schale gekocht 8 g und bei Lagerung bis Juni 1930 roh 4—5g, gekocht 
12 bis 14g benétigt wurden, um Skorbutschutz zu erzielen. 

Wichtig erscheinen eine Reihe von Ergebnissen, die sich mit der Ab- 
nahme des Vitamin C-Gehalts in den ersten Wochen bzw. Monaten nach der 
Ernte befassen. Die Abnahme scheint in diesen ersten Monaten besonders 
schnell vor sich zu gehen, um dann spiiter langsamer zu erfolgen. 

Erkkild® fand bei Kellerlagerung innerhalb 6 Wochen einen Riickgang 
des Vitamin C-Gehalts auf die Halfte. Die Art der Lagerung schien dabei 
eine Rolle zu spielen. Bei Aufbewahrung im Warmeschrank, aber auch im 
Eisschrank, war die Abnahme des Vitamin C-Gehalts gréBer. 

Pett* priifte den Riickgang des Ascorbinséuregehalts bei Lagerung 
unter verschiedenen Temperaturen (20, 15, 10 und 5°). Anfangs war die Ab- 
nahme erheblich, nach 30 Tagen hingegen ging sie nur noch allmahlich 
vor sich. 

Lalin und Goethlin® verfolgten die Lagerung iiber den Winter. Frisch- 
geerntete Kartoffeln waren dreimal so reich an Vitamin C als die gleichen 
Kartoffeln der vorjahrigen Ernte. Bei 5 verschiedenen Sorten schwankte 
der Vitamingehalt von 10,3 bis 15,6 mg®,, unmittelbar nach der Ernte, die- 
selben, aber aus dem Vorjahre stammenden Kartoffelsorten, zeigten Schwan- 
kungen von 3,19 bis 4,62 mg® 

In Untersuchungen, die den Einflu8 der Diingung auf den Vitamin C- 
Gehalt der Kartoffel darlegen sollten, berichtete Nehring®, daB die Vitamin C- 
Gehalte nach Lagerung bis zum Februar auf die Halfte, in einem Falle 
sogar auf ein Drittel, der unmittelbar nach der Ernte im September ge 
fundenen Werte gesunken waren. Im Verlaufe der weiteren Lagerung bis 
zum April wurde nur noch ein langsamer Riickgang beobachtet. 

Zu sehr interessanten Ergebnissen an 11 verschiedenen Kartoffelsorten 
kamen Kroner und Steinhoff?. Sie fanden vom Januar an zunichst eine all- 
mahliche Abnahme und dann bei einigen Sorten im Mai und Juni Zu- 
nahme des Vitamin C-Gehalts. 

Pett® schlieBt aus seinen Ergebnissen ebenso wie Lojander® auf eine 
Zunahme des Vitamin C-Gehalts im Zusammenhang mit der Keimung. 
Im AnschluB8 daran findet nach ersterem dann wieder ein starker Abfall 
statt. Andererseits liegen altere Versuche von Thiessen!® vor, der im Meer- 


' Janovska, Question of Nutrition. USSR. 2, 69 —72, 1933. — 2 Scheunert, 

Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel. I. Teil, 8. 34. Berlin, Jul. 
Springer, 1930. — *% Erkkilé, Duodecim (Helsinki) 52, 1059, 1936. 
‘ Pett, Biochem. J. 30, 1228, 1936. 5 Lalin u. Goethlin, Zeitschr. f. 
Unters. d. Lebensmitt. 73, 43, 1937. ® K. Nehring, VI® Congrés inter- 
national technique et chimique des industries agricoles, Budapest 1939. 
C. r. II, 8. 546 —559. * Kroner u. Steinhoff, diese Zeitschr. 294, 138, 
1937. — §& Pett, Biochem. J. 30, 1228, 1936. ® Lojander, Duodecim 
(Helsinki) 52, 787, 1936. '0 Thiessen, Wyoming Stat. Bull. 213, 24, 
1936. 
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schweinchenversuch gekeimte und nicht gekeimte Kartoffeln verglich, abe: 
keine bessere Wirkung der gekeimten Kartoffeln feststellen konnte. 

Fuhrmeister' fand bei Friithjahrskartoffeln, die vom Juni bis Novembe: 
gelagert waren, starke Abnahmen von Vitamin C, so daB er Lagerkartoffeln 
im Gegensatz zu Friihkartoffeln, nicht als vitamin C-reiche Feldfriicht: 
ansprach., 

Weiter hat Wachholder? mit Mitarbeitern die Frage des Vitamin ( 
Gehalts roher und verschiedenartig zubereiteter Kartoffeln in umfang 
reichen Versuehsserien behandelt. Er fand in Herbstkartoffeln roh zum Tei 
sehr hohe Werte, die sich noch bis zum November auf der beachtlichen Héh« 
von 20,2 mg°,, Aseorbinsaure hielten. Im iibrigen erfolgte der bekannt 
Riickgang des Vitamingehalts bei der Lagerung, doch waren durchschnittlic! 
im Juni in rohen Kartoffeln immer noch 8,9 mg®,, Ascorbinsaure enthalter 
Der EinfluB der Zubereitung bestatigte die schon aus friiheren Unter 
suchungen verschiedener Autoren bekannten EinbuBen. Vor allem ist be 
dieser Arbeit von Wichtigkeit, daB er methodisch wichtige Befunde und 
Einwande gegen andere Methoden erhebt. Danach geniigt Trichloressig 
sdure, wie wir sie z. B. bei unserer Methode anwenden, allein als Oxydation- 
schutz nicht. Ferner macht er auf die Anwesenheit von Dehydroascorbin 
siure aufmerksam, deren Nichtberiicksichtigung ebenfalls dazu fiihrt, dat 
zu niedrige Werte getunden werden. 

Da bei unseren friiheren Versuchen die Dehydroascorbinsaure unberiick 
sichtigt gelassen wurde und Wachholder auch noch besonders darauf hin 
weist, daB unser Oxydationsschutz ungeniigend sein mu, erfordert dies 
Arbeit besondere Beachtung. Wachholder geht so vor, daB er mit 4,4 °,iger 
Sulfosalizylsture extrahiert und 1 mg Glutathion pro cem zur Vermei 
dung von Oxydationsverlusten: zusetzt. Im Hinblick auf unsere eigener 
Untersuchungen, die zur Zeit des Erscheinens der Wachholderschen Arbeit 
schon abgeschlossen waren und diese von Wachholder verlangten Kautelen 
nicht verwendet hatten, erschien es wichtig, die sich ergebenden Einwande 
nachzupriifen. 

Was zunichst die Frage des Vorkommens von Dehydroascorbinsiur 
anlangt, so hatte vor allem Jjdo* keine entscheidenden Unterschiede zwischen 
den Titrationsergebnissen mit und ohne Behandlung durch Merkuriacetat 
und Schwefelwasserstoff — wobei bekanntlich die Dehydroascorbinsaur 
wieder in reduzierte Ascorbinsaure iibergefiihrt wird, finden kénnen. Die 
gefundenen Unterschiede waren so gering, daB sie in die Fehlergrenze de 
Methode, welche er mit 10°, annimmt, fallen. Er sprach sich ausdriicklic! 
dahin aus, daB keine Notwendigkeit besteht, die Merkuriacetatmethode zu 
verwenden. Bessey* hat neuerdings festgestellt, daB frische Kartoffeln fr 
von Dehydroascorbinsaure sind, daB aber beim Lagern diese Saure auftritt 

Wir benutzten zu diesen Untersuchungen die Sorte Edelragis, welch: 
aus dem Herbst 1937 stammte und von der Landwirtschaftlichen Versuchs 
station Bad Lauchstadt, bei Merseburg, geliefert worden war; sie war hie! 
in einem geeigneten Kartoffelkeller des Instituts gelagert worden. Da bs 
kanntlich einzelne Knollen einen verschiedenen Vitamin C-Gehalt aut 
weisen und wir auBerdem. wie friiher schon mitgeteilt, vermuteten, da! 


1 Fuhrmeister, Dissertation Hannover, 1937. — 2 Wachholder, diese 
Zeitschr. 295, 237, 1938. — 3 Ve Congrés international technique et chi 
mique des industries agricoles. Scheveningen 1937. C. r. 1, 8. 127—131 
— '0.A. Bessey, J. of biol. Chem. 126, 771, 1938. 











1, aber 


rembe 
offeln 
riichte 


min ¢ 

nfang 
m Tei 
1 Hbhx 
cannte 
utt hic 
alter 

Unter 
ist be 
le und 
Tess 
ations 
corbin 
‘De dal 


eruck 
if hin 
{ diese 
“9 lgel 
erme! 
igene! 
Arbeit 
utelen 
wande 


nsaure 
rischen 
lacetat 
nsaure 
1. Die 
ize det 
icklic! 
ode Z\ 
‘In fre 
uftritt 
welch 
rsuchs 
Ar hie 
Da be 
t aui 
nh. da 


, diess 


et ch 


13 





Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln. V. r 


ih das Vitamin C in der Kartoffelknolle verschieden verteilt ist (vgl. dazu 
veiter unten), gingen wir bei der Gewinnung der Mittelprobe so vor, daB 
vir, ebenso wie Wachholder, je 4 Kartoffeln zugrunde legtem. Aus diesen 
Kartoffeln wurde je eine Mittelscheibe mit einem silbernen, feuervergoldeten 
Messer herausgeschnitten und in eine tarierte Schale mit Trichloressigsaure 
gebracht, diese Schale wurde gewogen und hierbei das Gewicht der einge- 
worfenen Kartoffelscheiben bestimmt, es betrug 10 bis 12 g. Hieran schloB 
sich die weitere Verarbeitung nach der friiher beschriebenen Methode an. 
Ein Teil des Extraktes wurde, wie friiher beschrieben, gegen Dichlorphenol- 
indophenol titriert, ein anderer Teil wurde mit Hg-Acetat und H,S nach 
van Eekelen' behandelt und dann nach Vertreibung des Schwefelwasserstoffs 
titriert. Die Ergebnisse, die wir erhielten, befinden sich in Tabelle 1] 


Tabelle I. 





Gefundene mg Ascorbinsaéure Gefundene mg® » Ascorbinsiur 


Datum Titration ohne Titration nach Datum Tritration ohne Titration nach 


Hg-Acetat Hg-Acetat Hg-Acetat Hg-Acetat 
Hi, S-Behaad-' +H, 5 Behand- +H, S-Behand- +H, S-Behand 
lung lung lung lung 


22. IT. 1938 12,8 11,4 28. IT. 1938 11,8 12,2 
25. 11. 1938 12,6 13,6 7. IIL. 1938 12,4 10,6 
28. IT. 1938 12,0 13,4 7. IIT. 1938 12,1 10,4 
28. IT. 1938 1 11,4 7. II. 1938 12,7 10,5 
28. IT. 1938 11,2 11,9 7. ITT. 1938 10,9 9,4 





Die Ergebnisse entsprechen vortrefflich den von Ijdo mitgeteilten 
Zahlen. Wir sehen in einigen Fallen eine Erhéhung des Titrationswertes 
durch die Hg-Acetat/H,S-Behandlung in anderen Fallen das Umgekehrte. 
Die gefundenen Unterschiede sind in allen Fallen gering und im Hinblick 
auf die verschiedene Verteilung des Vitamin C in den Knollen durchaus 
erklarlich. Schon aus diesen Befunden geht hervor, da®B wir die Anwesenheit 
von Dehydroascorbinséiure ebensowenig wie Jjdo nachweisen konnten. 
Hierzu ist noch darauf hinzuweisen, da nach den neuen Untersuchungen 
von Paech® und Kréner*® an verschiedenen Stellen jeder einzelnen Knolle 
recht verschiedene Mengen von Ascorbinséure gefunden wurden. Die 
Unterschiede sind zum Teil sogar noch wesentlich gréBer als die von uns 
in verschiedenen Knollen gefundenen Differenzen. 

Obwohl dieses Ergebnis unser Vorgehen durchaus rechtfertigt, haben 
wir noch eine Nachpriifung unter Anwendung der Wachholderschen Methode 
vorgenommen. Hierzu wurden wiederum, wie oben beschrieben, 4 Scheiben 
aus 4 Kartoffeln in em tariertes GefaB, in dem sich 4,4 °,ige Sulfosalicylsaure 
und 1 mg Glutathion pro cem befand, eingebracht und dann ein Teil des 
daraus gewonnenen Extraktes unmittelbar, ein anderer Teil nach Behand- 
lung mit Hg-Acetat + H,S titriert. Die Ergebnisse sind in der Tabelle II 
niedergelegt. 

Das Ergebnis dieser Titration zeigt in der Tat in einigen Fallen 
(Nr. 1, 2, 6) einen deutlichen Unterschied, in den drei anderen Fallen sind 


1 A. Emmerie u. M. v. Eekelen, Biochem. J. 28, 1153, 1934. 2 Paech, 
diese Zeitschr. 298, 307, 1938. 3 Kroner u. Volksen, Vorratspflege und 
] 


Lebensmittelforschung 1, 693, 1938. 
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Tabelle HU. 





Gefundene mg®/, Ascorbinsdure 


Extraktion mit Sulfosalicylsiure und Glutathion 
Nr Datum nach Wacholder 


Titration ohne Behandlung Titration nach Behandlung 
mit Hg-Acetat + H,S mit Hg-Acetat + H,S 


] 23. II. 1938 10,5 13,2 
2 23. IT. 1938 11,8 13,9 
3 4, IIT. 1938 12,6 12,3 
4 4. III. 1938 11,4 12,0 
5 7. III. 1938 9.8 10,4 
6 7. IIL. 1938 11,0 13,3 


aber die nach der Hg-Acetat,/H,S-Behandlung gefundenen Werte nicht 
wesentlich von den ohne diese Behandlungsweise erhaltenen verschieden 
Wenn die gefundenen Unterschiede tatsachlich auf Dehydroascorbinsaur 
beruhen, so kommt jedenialls diese Saure nicht regelmaBig und nur in 
wechselnden und geringen Mengen vor. 

Dies entspricht iibrigens auch durchaus Wachholders Ausfiihrungen 
(l.c. S. 239). Wir glauben bei dieser Sachlage nicht, da8 die vielleicht vor 
handenen geringen Mengen von Dehydroascorbinsiure die Ergebnisse von 
Vitamin C-Bestimmungen in Kartoffeln entscheidend zu beeinflussen ve: 
mégen. Dazu sind die Mengen zu gering und zu wechselnd und auberdem 
fallen die Unterschiede in die Grenzen, welche durch die Schwankungen des 
Ascerbinsaéuregehalts in rohen Kartoffeln gezogen sind. 


Es bleibt noch zu erértern, ob der Zusatz von Glutathion als Oxydations 
schutz bei der Untersuchung roher Kartoffeln tatsaichlich bedeutungsvol| 
ist. Hiergegen spricht schon ein Vergleich der Ergebnisse der Tabellen L und II, 
da die mit derselben Kartoffelsorte vorgenommenen Untersuchungen trotz 
der verschiedenen Methoden und trotz der teilweisen Anwendung von 
Glutathion Werte ergeben haben, welche im Rahmen der iiblichen und 
mehrfach diskutierten Schwankungen recht befriedigend iibereinstimmen 

Es wurde aber weiter zur Klarung dieser Frage gepriift, inwieweit bein 
langeren Stehen der mit Trichloressigsiure bzw. Sulfosalicylsiure unte: 
Glutathionzusatz hergestellte Extrakt im Titrationswert zuriickgeht. E+ 
stellte sich heraus, daB trotz des Glutathionzusatzes nach mehrstiindigem 
Stehen eine betrachtliche Abnahme der Titrationswerte in beiden Fallen 
stattgefunden hatte. Das Glutathion vermag also auch keinen dauernden 
Oxydationsschutz zu gewaihren. Demgegeniiber erschien uns von Wert 
festzustellen, inwieweit Riickgang durch Oxydation bei der Trichloressiz 
siuremethode dadurch eintreten kénnte, wenn zwischen dem Ausschneide: 
der Kartoffelstiicke und dem Einbringen in die Trichloressigséurelésung ein: 
langere Zeit verstreicht. Es wurde zunachst mit der Stoppuhr festgestellt, 
wie lange es dauert, bis 4 Kartoffelscheiben ausgeschnitten und in die T: 
chloressigséurelé6sung gebracht werden. Diese Zeit wurde in mehreren 
Versuchen mit 7 bis 8 Sekunden bemessen. Es wurde nun diese Zeitspann 
auf 40 Sekunden verlangert, indem jede Kartoffelscheibe rasch halbier' 
und die eine Halfte nach 10 Sekunden, die andere Halfte nach 40 Sekunde! 
in die Trichloressigsaure gebracht wurde. Die Titration ergab, dai eu 
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rgendwie ins Gewicht fallender Riickgang in dieser Zeit noch nicht erfolgte. 
Die Werte waren folgende: 

nach 10 Sekunden............. 13,5 

nach 40 Sekunden............. 13,4 
In einem anderen Falle: 

nach 10 Sekunden............. 12,0 

nach 40 Sekunden............. 11,9 
Es scheint uns danach also wohl weniger die rasche Oxydation der Ascorbin 
siure zu sein, welche die Schwankungen bei der Untersuchung roher Kar- 
toffeln hervorruft, als vielmehr die Unterschiede, welche beziiglich der Ver- 
teilung des Vitamin C in den Knollen bestehen. Dabei ist es selbstverstand- 
lich, daB, wenn die Fertigstellung der Extrakte zur Titration lange hinaus- 
gezogert wird, oder die Extrakte lange Zeit stehen, mehr oder weniger starke 
Riickgange im Titrationswert eintreten, wie das bei den oben geschilderten 
Versuchen mit Glutathionzusatz zum Ausdruck kam 

ZusammengefaBt diirften damit die Einwdnde, die sich aus der Arbeit 
Wachholders gegen die von uns geiibte Versuchsmethodik ergeben kénnten, 
keine entscheidende Bedeutung besitzen. 

Im iibrigen kam es bei den Untersuchungen, iiber die berichtet 
werden soll, darauf an, einen Uberblick iiber die Vitamin C-Mengen, 
welche in verschieden lange gelagerten Kartoffeln zur menschlichen 
Ernahrung zur Verfiigung stehen, zu gewinnen. Es mubte also von 
vornherein von der zubereiteten Kartoffel ausgegangen werden. Hierbei 
konnte man so vorgehen, daf} man verschiedene Zubereitungsweisen 
heranzog. Damit ware zwar ein sehr umfangreiches Versuchsmateria] 
angefallen, doch eine entscheidende Klarung der aufgeworfenen Frage 
nicht eingetreten. Es ist uns aus fritheren Untersuchungen und denen 
anderer Autoren ausreichend bekannt, dab die Zubereitungsweise und 
insbesondere auch die Zeitspanne, die zwischen Fertigstellung des 
Kartoffelgerichts und seinem Verzehr besteht, von grofem Einflub 
auf den Vitamin C-Gehalt ist. Niemals wird es méglich sein, diese 
Verhaltnisse auch nur einigermaben experimentell sicher zu erfassen, 
da hierbei von Haushalt zu Haushalt und dort wieder von Mahizeit 
zu Mahlzeit Unterschiede gréBten Ausmabes vorkommen werden. Es 
geniigt also durchaus, wenn man sich einer Zubereitungsweise bedient, 
und hierbei wurde die Zubereitungsweise gewahlt, welche die gréBt 
moégliche Schonung des Vitamin C-Gehalts der Kartoffel sichert. Dies 
ist die Zubereitung durch Dampfen in der Schale, eine Zubereitungs- 
weise, fiir die nicht nur von wissenschaftlicher Seite, sondern auch von 
der Ernahrungsfiihrung eingetreten wird und deren Einfiihrung vor 
allem in der Massenernahrung durchgesetzt werden mu. Die Unter- 
suchung durch Dampfen zubereiteter Kartoffeln hat weiter nach unseren 
friheren Ergebnissen den grofen Vorteil, daS jene Schwankungen 
zwischen einzelnen Kartoffelknollen durch Verarbeitung wirklicher 
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Mittelproben weitgehend ausgeschaltet werden kénnen, da stets ein 
gréBere Menge von Kartoffeln, also z. B. 1 kg, zur Verarbeitung kommt 
und die zubereiteten Kartoffeln sich im Gegensatz zu rohen sehr rascl 
zerkleinern lassen, so daB eine gute Mittelprobe ohne Schwierigkeite 
leicht gezogen werden kann. 

Es standen die Kartoffelsorten Erdgold, Edelragis und Ackersege: 
aus sechs verschiedenen Herkiinften zur Verfiigung. 

Diese Herkiinfte wurden bereits in der Il. Mitteilung aufgezahlit und 
seien nochmals erwahnt: Mitteldeutschland: Landwirtschaftl. Versuch- 
anstalt Bad Lauchstadt; Schlesien: Versuchs- und Lehrgut Ohlau-Baum 
garten; Pommern: Versuchswirtschaft Méhringen; Baden: Rudolf Schmutz, 
Gut Bockschaft, Ittlingen, Landesbauernschaft Baden, Karlsruhe, Friedric/ 
Frank, Frankenhof, Station Sinsheim; Bauerlicher Saatbauring, Odenwald, 
Oberdielbach; Sachsen-Anhalt: Landesbauernschaft Sachsen-Anhalt, Ver 
suchswirtschaft fiir leichte Béden, Trossin; Bayern: Kreisgut Wollershof, 
Neustadt, Waldnaab, Bayern. 

Die Untersuchungen erfolgten titrimetrisch in drei Abschnitten und zwar 
jeweils sofort nach dem Eintreffen der Kartoffelsendungen Ende Oktobe1 
bis Anfang November 1936, dann Januar 1937 und die letzte Untersuchung 
Ende April bis Mitte Mai 1937. Zur Erhartung des Titrationsergebnisses 
wurden 11 von den 19 Sorten im Tierversuch im Laufe der Lagerzeit gepriift 

Uber diese Tierversuche soll zusammenfassend berichtet werden und 
zwar im AnschluB an die nunmehr zu besprechenden Titrationsergebnisse 


Verhalten der 19 untersuchten Kartoffelsorten wihrend 
der Lagerung. 


Die per Bahn Ende Oktober bis Anfang November 1936 in Mengen 
von 25kg eintreffenden Kartoffelproben wurden in einem trockenen, 
zur Kartoffellagerung geeigneten Keller in unbedeckten Kisten von 
25cm Hohe so gelagert, daB die Schichtdicke etwa 20 cm betrug. Zur 
Untersuchung wurde jeweils etwa 1 kg der Kartoffeln entnommen und 
diese nach Waschen im Kartoffeldimpfer 20 Minuten gedampft. Nach 
Abkiithlen wurde die Schale entfernt und weiter so verfahren, wie in der 
I. Mitteilung ausfiihrlich beschrieben worden ist. Wir geben nun in 
Tabelle [II die in den einzelnen Versuchsabschnitten ermittelten Werte 
wieder. Jeder dieser Werte ist das Mittel aus zwei Bestimmungen, 
welche in zwei verschiedenen Proben aus der jeweils hergestellten 
gceaaimpften Kartoffelmenge ausgefiihrt worden waren. 

Die bei der ersten Titration kurz nach der Ernte der Kartoffeln 
gefundenen Werte zeigen erhebliche Schwankungen, wie sie aus unseren 
eigenen Untersuchungen und denen anderer Autoren bekannt sind 
Irgendwelche RegelmaBigkeiten nach Sorte und Herkunft weisen diese 
Schwankungen aber nicht auf. Z. B. ist unter den aus Mitteldeutschland 
stammenden Kartoffeln die Sorte Ackersegen besonders reich an 
Ascorbinsaure. Bei den Kartoffeln aus Pommern hingegen hat gerade 
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Tabelle ILI. 





mg°®,, Ascorbinséure wurden gefunden in: 
Ende Ende 
Oktober ' —. April 
bis An- ee Verlust bis Verlust Verlust 
Kartoffelsorte Herkunft fang Nov. °* 1987 in ‘ Anfang in © in %, 
1936 93% Mai 1937 
I I] I—II Ill I—ill Iti-—-ill 
mg?/y mg? '9 mg 
Erdgold ... Mitteldeutschland 18,40 15.66 14.9 7,38 59,9 529 
Edelragis .. - 18,68 13,34 28,6 815 56,4 38,9 
Ackersegen . * 25,02 12,94 48,3 7,43 70,3 42,6 
Erdgold.... Schlesien 17.16 11.80 31.2 7,01 59,1 40.6 
Edelragis .. e 16,30 10.55 35,3 7,36 54,8 30,2 
Ackersegen . i 17,73 | 10,65 | 40,5 | 7,28 ° 58,9 31,0 
Erdgold.... Pommern 18.87 11,30 40,1 8,26 56,2 27,0 
Edelragis .. ie 16,68 12,24 26,6 8,45 49.3 31,0 
Ackersegen . ee 14,44 9,61 33,4 6,81 52,8 | 29,1 
Erdgold.... Baden 14,92 11,10 25,6 6,45 56,8 41,9 
Edelragis. . . - 14,18 9,28 34,6 6.86 51.6 26,1 
Ackersegen . ws 20,49 10,15 50,46 6,50 68,3 36,9 
Ackersegen . ae 18,44 9,64 | 47,7 5,86 69,7 39,2 
Erdgold.... Sachsen / Anhalt 16,87 10,05 40,4 6,92 | 59,0 | 31,1 
Edelragis.. . 5 19.07 15,67 | 17,8 888 534 43,3 
Ackersegen . ie 17,08 10,72 | 37,2 6,75 60.5 37,0 
Erdgold.... Bayern 13,14 9,36 28,8 6,89 47.6 26,4 
Edelragis. . . _ 17,17 | 12,58 | 26,7 6,64 61,3 47,2 
Ackersegen . 7 15,05 8,87 | 41,1 6,47 57,0 27,1 


Ackersegen die niedrigsten Werte ergeben. Ahnliche ganz unregel- 
maBige Schwankungen finden sich auch bei den anderen Kartoffelsorten. 
Es bestehen also weder nach Herkunft und Sorte irgendwelche Regel- 
maBigkeiten. Die Lagerung bis Januar nachsten Jahres hat in be- 
kannter Weise zu einem Riickgang der Ascorbinsaure gefiihrt. Es ist 
dabei bemerkenswert, da®B die Unterschiede sich allmahlich auszu- 
gleichen beginnen und daB keineswegs die urspriinglich vorhandene 
tangordnung der einzelnen Sorten beibehalten wird. Dies zeigen noch 
deutlicher die nach weiterer Lagerung Ende April bis Anfang Mai er- 
mittelten Werte. Die urspriinglichen Unterschiede haben sich noch 
weiter ausgeglichen, so da in den meisten Fallen eine praktische Uber- 
einstimmung besteht. Die Werte liegen zwischen 5,86 und 8,8 mg®,, 
wie sie im allgemeinen um diese Zeit gefunden werden. Hierdurch 
werden die Angaben von K. Nehring (l.c. S.534) bestatigt, welcher 
ebenfalls iiber den durch die Lagerung verursachten Ausgleich des 
Vitamin C-Gehalts verschiedener Kartoffelsorten berichtete. 

Wenn man alle Werte zusammen betrachtet, so geht die Abnahme 
anfangs rascher. spaiter langsamer vor sich. Wenn man noch einige 
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Werte, die Ende Juni bestimmt wurden, heranzieht, so stellt sic} 
heraus, daB in den spiteren Monaten, etwa April Mai, erhebliche Ve: 
minderungen des Ascorbinsauregehalts nicht mehr eintreten, sondern nur 
noch ganz allmahliche Abnahmen erfolgen. Dies fiihrt dann dazu, da{; 
die Kartoffel ihren im Mai erreichten Vitamin C-Gehalt ziemlich unver. 
andert beibehalt und es jedenfalls niemals zu einem vollkommenen 
Verschwinden desselben kommt. 

Um etwaige Sortenunterschiede doch herauszufinden, haben wir 
in der Tabelle IV die Mittelwerte, welche in den drei Sorten gefunden 
worden sind, fiir die drei Untersuchungsabschnitte berechnet und 
zusammengestellt. 


Tabelle IV. Durchschnittsgehalte der drei Kartoffelsorteninmg 





Untersuchungsmonat Erdgold Edelragis Ackersegen 
Oktober/November 1936 ........ 16,56 17,01 18,32 
WOE SOE Gouick oo oc bako evens 11,71 12,27 10,35 
PUTIN: BOT viiins oss since vce e's 7,15 7,72 6,74 


Auch diese Tabelle zeigt, daB keine Sorte gegeniiber der anderen 
eine ausgesprochene Uberlegenheit besitzt. Dazu sind die Unterschiede 
zu gering und die Schwankungen der Einzelwerte jeder Sorte, aus denen 
die Mittelwerte gewonnen wurden, zu groB (Tabelle IIL). Wenn weiter 
bei der Oktoberuntersuchung zufallig der ganz herausfallende hohe 
Wert der ersten Untersuchung der mitteldeutschen Ackersegen. Probe 
(Tabelle III) von 25,02 mg und der abnorm niedrige Wert von Erdgold 
aus der bayrischen Untersuchung von 13,14 mg°®, (‘Tabelle ITI) nicht 
gefunden worden ware, so wiirden sich die an sich schon geringen 
Unterschiede tiberhaupt ausgleichen. Bei den Januar- und April Mai 
Untersuchungen hat sich die Rangordnung der Sorten verschoben. 
. Nach unseren Erfahrungen besteht praktisch Ubereinrtimmung, denn 
man mu immer beriicksichtigen, daB schon zwischen einzelnen Kar 
toffeln betrachtliche Unterschiede vorkommen. Da die Zubereitung 
durch Dampfen den Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln nicht entscheidend 
verandert, kénnen wir auch aus diesen Ergebnissen Schliisse auf cic 
frische Kartoffel ziehen. Es ergibt sich dann, daB der Vitamin C-Gehalt 
der Kartoffeln innerhalb bestimmter Grenzen schwankt, und zwar so, dai 
die in verschiedenen Sorten aus verschiedener Herkunft und unter ve’ 
schiedener Diingung gefundenen Werte immer in diese Grenzen fallen. Wit 
erblicken hierin fiir das Vitamin € jene weitgehende Ubereinstimmung 
die wir an anderer Stelle! 2 fiir die Vitamine A, B, und B, (Komplex 
in frischen Vegetabilien nachweisen konnten. 


' Diese Zeitschr. 308, 266, 1939. — ? Ber. d. Math.-Phys. Klasse 4. 
Sachs. Akademie d. Wissensch. zu Leipzig 91, 307, 1939. 
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Da Wachholder angenommen hat, daB manche Sorten ihren Ascor- 
hinsauregehalt schnell, andere langsam vermindern, war es von Interesse, 
den Verlust an Ascorbinsaéure, den die einzelnen Sorten erlitten haben, 
in Prozenten des Anfangswertes zu errechnen. Auch diese Zahlen 
finden sich in der Tabelle II! aufgefiihrt. Betrachtet man diese Einzel- 
zahlen, so zeigt sich ein recht unterschiedliches Verhalten, wobei man 
aber, ebenso wie aus Tabelle ITV, den Eindruck gewinnt, als ob ins- 
besondere die Gruppe Ackersegen die gréBten Verluste aufweist. In 
der Tat ergibt sich dies deutlich, wenn man fiir jede Sorte die Durch- 
schnittsverluste in Prozenten des Anfangsgehalts an Ascorbinsaure 
ausdriickt. Man kommt dann zu den Zahlen der Tabelle V, aus welchen 
hervorzugehen scheint, da die Sorte Ackersehen absolut die gréiten 
Verluste erleidet und da® diese insbesondere in den ersten Monaten der 
Lagerung eintreten. In diesem Zusammenhang ist es sehr interessant, 
daB auch K. Nehring (\. c.) ebenfalls die starksten Verluste bei dieser 
Kartoffelsorte fand. Vielleicht liegt hier eine charakteristische Eigen- 
schaft dieser Kartoffelsorte vor. Danach scheint geboten zu sein, der 
Lagerbestandigkeit des Vitamin C in der Kartoffel besondere Auf- 
merksamkeit zuzuwenden. Man wird allerdings zu einem klaren Bild 
von den tatsichlichen Verhaltnissen, welches zur Auffindung lager- 
bestandiger Sorten fiithren kénnte, nur kommen, wenn man auf ganz 
breiter Basis, also an einem sehr umfangreichen Material solche Unter- 
suchungen vornimmt und dabei die Lagerungsbedingungen vergleichbar 
gestaltet. 


Tabelle V. Durechschnittsverluste an Ascorbinsaure. 





Verlust in °/, des Oktober- Verlust in °/, des Oktober- 


. tess » st in 0 
Sorte gehalts Oktober bis Januar gehalts Januar bis April Gesamtverlust in 9), 
| . ey 
Erdgold ........ 30,2 26,2 56,4 
Edelragis ...... 28,3 26,2 54,5 
Ackersegen ..... 42,7 19,7 62,4 


Um Sicherheit dariiber zu gewinnen, da die titrimetrisch er- 
mittelten Ascorbinsaurezahlen auch tatsachlich die Vitamin C-Wirkung 
wiedergegeben, wurden Tierversuche durchgefiihrt. Da ein solcher 
Tierversuch nach unserer Methode 35 bis 36 Tage dauert und eine 
gréBere Anzahl von Tieren erfordert, war es nicht méglich, simtliche 
Untersuchungen durch den Tierversuch zu kontrollieren. Wir ent- 
schlossen uns deshalb, jede der 19 Kartoffelproben nur einmal im 
Tierversuch zu priifen und die Tierversuche iiber die Dauer des Gesamt- 
versuchs von November 1936 bis in das Jahr 1937 hinein so zu ver- 
teilen, daB auf jede der drei Untersuchungsperioden einige Tierversuche 
entfielen. Der Verlauf brachte es dann mit sich, daB die letzten Tier- 
versuche bis Ende Juni wahrten. 
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Zur Anlage der Tietversuche wurde zu Beginn derselben der Asco: 
siuregehalt der zu priifenden Kartoffelsorte titrimetrisch bestimmt 
hiernach die Mengen festgesetzt, welche den Versuchstieren verabrejch; 
werden sollten. Am Ende des Tierversuchs erfolgte abermals eine Titration. 
um die Abnahme, welche der Ascorbinsaéuregehalt wahrend der Dauer ci 
Tierversuchs erlitten hatte, kennenzulernen. Es wurden ferner im Tie: 
versuch stets die Kartoffeln roh und in der iiblichen Weise gedaimpft unte: 
sucht. Hierdurch wollten wir zur Sicherung unserer Schliisse und Ergeh: 
erneut erharten, dais der Ascorbinsaéuregehalt der Kartoffel beim Damyt 
in der Schale nur eine unbedeutende Verminderung erfahrt. Die Versuc! 
anstellung war die gleiche wie sie in der II. Mitteilung geschildert worden 
In jedem Falle wurden drei verschiedene Dosen der Kartoffelnan Gruppen vor 
je vier Meerschweinchen verabreicht. Jedes Meerschweinchen betand sic} 
in einem gesonderten Kafig und erhielt skorbutogene Kost!. Die Zula 
wurde taglich quantitativ verabreicht. Am SchluB des Versuchs wurden 
Tiere getétet und durch Sektion der Skorbutgrad ermittelt. Es wurde dar 
der ,,Grenzbedarf** der Meerschweinchen ermittelt, das ist die niedrigst; 
Dosis, die eben gerade geniigt, um die Meerschweinchen die Versuchsdawe 
so itiberleben zu lassen, daB sie nach dem Vorgehen von Dalmer und Mo! 
entweder voll vor Skorbut geschiitzt sind oder eine geringe Anzahl der Tier 
noch minimale Skorbutzeichen aufweist. Zur Berechnung der in dem e: 
mittelten Grenzbedarf enthaltenen Ascorbinsiéure dienen Vergleichsversuch: 
mit Lésungen reiner Ascorbinsaéure. Zahlreiche solche Versuche, die in 
Laufe der Jahre immer in gleicher Weise durchgefiihrt worden sind, habe: 
ergeben, das der Grenzbedarf schwankt und je nach Tiermaterial ode: 
sonstigen nicht naher erkennbaren Ursachen zwischen 0,3 und 0,4 mg 
Ascorbinséiure je Tag und Tier liegt. Um diese Abhandlung nicht mit de: 
Wiedergabe der umfangreichen Versuchsprotokolle zu belasten, sei mu 
festgestellt, daB die mit dem Tierversuch ermittelten Werte die Titrations 
ergebnisse bestatigt haben. 

Als Beispiel einer solchen Untersuchung wird in der Tabelle V1 
der Verlauf des Tierversuchs mit Erdgold Nr. 17 wiedergegeben, wobei 
wir uns auf die beiden entscheidenden Gruppen beschranken. Man 
sieht, daB die tagliche Zugabe von 3g rohen Kartoffeln keines det 
Versuchstiere vor Skorbut zu schiitzen vermochte, wahrend mit 4 ¢ 
alle Tiere geschiitzt waren. Danach mu der gesuchte Grenzbedarfs 
wert bei 4g liegen. Auch die mit Schale gedimpfte Kartoffel schiitzt 
gerade mit 4g praktisch vor Skorbut, da nur ein Tier noch gering: 
Skorbutzeichen aufwies. Es haben also je 4 g Kartoffelsubstanz zwische! 
0,3 und 0,4mg Ascorbinsiure enthalten, was in 100g sowohl bei det 
rohen als auch der gedimpften Kartoffel 7,5 bis 10 mg Ascorbinsaur 
entspricht. Mit der Titrationsmethode waren in der rohen bzw. x 
dimpften Kartoffel zu Anfang des Tierversuchs 10,6 bzw. 9,3 mg 
und am Ende des Tierversuchs 10 bzw. 8,4 mg®, ermittelt worde! 
Man sieht, daB Tierversuch und Titrationsergebnis befriedigend tbet 


1 Handb. d. Lebensmittelchemie I1/2, 8. 1529, Berlin, Jul. Springe! 
- ? 0. Dalmer u. Th. Moll, Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 21! 
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Erdgold 
Erdgold 
Edelragi 
Ackerse; 
Ackerse; 


Koérpergewicht in g 


gewicht 


Anfangs- 


Edelragi 
Edelragi 
Ackersey 
Ackerses 
Erdgold 
Ackerseg 


dosis 
ing 


Bioch 





schweincheu 
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eiistimmen. Hatte man die Zulagemengen noch enger gestaffelt, so 
wurde die Ubereinstimmung vermutlich noch deutlicher heraus- 
cekommen sein, 

Als zweites Beispiel sei cer Versuch mit Ackersegen Nr. 9, der vom 
97. Mai bis 30. Juni 1937 lief, in Tabelle VII angefiihrt. Auch hier 
werden aus Raumersparnisgriinden nur die beiden entscheidenden 
Gruppen des Versuchs angegeben. Man sieht, das sowohl von der rohen 
als von der gedimpften Kartoffel je 6g gerade den Grenzbedarf dar- 
stellten. 6g enthielten also 0.3 bis 0,4 mg Ascorbinsiure oder 100 ¢ 
dieser Kartoffel sowohl in roner wie in gedampfter Form 5 bis 6,8 mg®,, 
Ascorbinséure. Die mit der Titrationsmethode gefundenen Werte 
lagen bei dew rohen wie gedimpften Kartoffel zwischen 5,3 und 6,5 mg°,.. 
Sie stimmien also auch hier befriedigend mit dem Tierversuch iiberein. 

Wie zur Besprechung der Tierversuche eingangs erwaihnt worden 
ist, wurden die Kartoffeln gleichzeitig roh und gedimpft am Anfang 
und am Ende des Tierversuchs titrimetrisch untersucht. Dadurch ist 
ein weiteres Zahlenmaterial angefallen, welches gestattet, die Ver- 
inderungen des Ascorbinséiuregehalts in der Zeitspanne zwischen 
Anfang und Ende des Tierversuchs, also durchschnittlich innerhalb 
von 35 Tagen, zu beurteilen und weiter erméglicht, Unterschiede 
zwischen dem Gehalt der rohen und gediampften Kartoffel zu ermitteln. 
In Tabelle VIII sind die entsprechenden Werte unter Angabe der 
Daten der Titration zusammengestellt. Man sieht, daB die Abnahme 
des Ascorbinséuregehalts wahrend der Dauer des Tierversuchs nur in 
einigen wenigen Fallen wirklich betrachtlich gewesen ist. In anderen 
Fallen scheint sogar eine Zunahme erfolgt zu sein, wie es den Be- 
funden von Kréner und Steinhoff entsprechen wiirde. Vermutlich 
handelt es sich in unserem Falle weniger um tatsachliche Abnahmen 


Tabelle VIII. 





Es wurden gefunden mg Ascorbinsaure 
Ss 2 = 7 
ork Tag der Unter- 
suchung 


Tag der Unter- 


suchung 


roh gedimpft roh gedimpft 


Erdgold Nr. 1 ... || 20. 1.1937; 10,9 12,9 24. II.1987 | 11,96 9,0 


Erdgold Nr.17... | 14. 1.1937 10,6 9,3 17. 11.1987 | 10,3 8,5 
Edelragis Nr. 4... 2. 11.1937 14,8 15,7 9. 111.1937 | 12,9 10,5 
Ackersegen Nr. 1 . 8. ITI.1937 | 13,2 9,2 6. IV.1937 13,0 oi 
Ackersegen Nr. 19 10. III. 1937 7,6 7,9 14. IV. 1937 8,2 tes 
Edelragis Nr.18.. 12.11.1937 11,2 8.6 19. IV. 1937 | 10,1 8.3 
Edelragis Nr.16.. | 22. 1V.1937 | 9,6 6,8 | 28 V.1987; 5,9 5,6 
Ackersegen Nr. 19 26. IV.1937 7,2 5,9 1. VI.1937 | 6,5 5,3 
Ackersegen Nr. 11 29. IV. 1937 5,6 6,3 8. VI. 1937 7,0 5,5 
Erdgold Nr.7.... 20. V.1937 7,9 22. VI.1937 9,5 7,4 
Ackersegen Nr. 9. 26. V.1937 6,0 5,4 30. VI. 1937 6,1 6,5 
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oder Zunahmen als um Unterschiede, die in den einzelnen un 

suchten Knollen vorhanden waren. SchlieBlich ist es bemerkenswe: 
da auch in den Monaten Mai und Juni, in denen durch Einset;,) 
der Keimung und der héheren AuBentemperatur eine gesteigerte Stof{ 
wechseltatigkeit der Knolle gefolgert werden mu, keine erheblich>) — 


Riickgange durch die fiinfwéchige Lagerung nachzuweisen sind. 
Oktobe 
v: . ‘fh - : hea Novem 
Vitamin C-Gehalt der Herbstkartoffeln waihrend der iiblichen Lageruny Dezem| 
bis zur nachsten Friihkartoffelernte. Dazu ist zu bemerken, dal} dic sca 
4 rf i i . . . Februa 
Kartoffeln mit Beginn der warmeren Monate zu keimen anfangen und Marz 


dann an GenuBtauglichkeit einbiiBen. Die Vitamin C-Gehalte von bis April . 


in den Mai und Juni hinein gelagerten Kartoffeln haben infolgedessey ead a 
¥ Juni 


Big 


Die mitgeteilten Ergebnisse gestatten einen Uberblick iiber dey 


. + Y y . 
nur bedingten Wert. Um den angestrebten Uberblick noch zu erweitery 


und zu sichern, werden in der Tabelle IX die Durchschnittswerte. di: 
wir selbst gefunden haben, neben denen von Wachholder und Nehring 


und Mitarbeitern aufgefiithrt. Diese sind aus groBen Versuchsserien Im Mon 


hervorgegangen und stellen deshalb gute Mittelwerte dar. Unser 
eigenen Untersuchungen stiitzen sich auf insgesamt 327 Einzelproben Oktober 
Novemtk 
r . ‘ . c id ? Dezemb 
Vitamin C-Gehalt einzelner Kartoffeln und verschiedener Proben Januar 
Februar 
‘ , : : , Marz .. 
weist, so wird man beim Vergleich der Rohwerte doch anerkennen April 


Wenn man an die gewaltigen Schwankungen denkt, welche der 
derselben Lieferung oder solcher aus verschiedenen Herkiinften aut 


miissen, daB in den einzelnen Monaten bei den drei Untersuchungssericn Mai ... 
eine beme rke nswerte Ubereinstimmung be ste ht. Dies gilt insbesonder: Juni 
fiir die Monate Februar, April und Juni, von denen nicht nur von 
: mae Bilanzz 
Wachholder und Nehring, sondern auch von uns Rohwerte vorliegen ¥ 
. : cs ernahru 
Obwohl aus unseren Untersuchungen von rohen Kartoffeln vom Oktobe: 

Durchse 


und November nur eine so sparliche Anzahl von Werten vorliegt, dai 
: deutung 


sa An ; ” as , gekoc hte 
wir auf Grund der in den spateren Monaten bestehenden Uberein ; 
Kartoff 


stimmung nicht, daB die Wachholder- und Nehringschen Werte fiir dies: 


wir sie zur Bildung von Mittelwerten nicht heranziehen wollen, zweifeln 


Monate Allgemeingiiltigkeit fiir unsere deutschen Verhaltnisse besitzer peal 
Wahrscheinlich werden aber kurz nach der Ernte die gré8ten Schwa 
kungen vorkommen, da in diesen Wochen der Vitamin C-Abbau in de! 
Kartoffel am schnellsten vor sich geht und hierbei der Erntezeitpunk' 
und die auReren Umstainde der Ernte und der ersten Verschickung 
wechselnde und betrachtliche Einfltisse ausiiben diirften. 

Vergleicht man die von Wachholder und Mitarbeitern gefundene: 
Werte von in der Schale gekochten Kartoffeln mit den von uns 
vedimpften Kartoffeln gefundenen Zahlen, so kommt die Uberein 
stimmung ebenfalls durchaus befriedigend zutage. Wir glauben som 
berechtigt zu sein, Durchschnittswerte aufzustellen, die zur Bestimmung 
des Vitamin C-Gehalts groBer Kartoffelmengen fiir statistische und 
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elle IX. Durechsehnittlicher Vitamin C-Gehalt der Kartoffeln 
wahrend der Lagerung von Oktober bis Juni in mg 


Wachholder, Nehring und Mitarbeiter fanden: 





Roh Durchschnitt In Schale Durchschnitt Durchschnitt 
von 15 Sorten gekocht von 15 Sorten von 7 Sorten 
roh von bis gekocht roh 


im Monat von bis 


Oktober . 21,5—32,0 24,2 13,1— 23,4 9! 30,0 
November 15,6—26,2 10,6 —18,6 Des 

Dezember 

Januar 

Februar . 19,2 

Mars wi. 

Antil +. ) 13,8 

Mai 

an tac 12,8 


Eigene Untersuchungen : 





In Schalk 
gedimpft 
von bis 


Roh Durchsehnitt 
von bis roh 


Durchschnitt 
gedamptt 


Im Monat 


Oktober . - . 25,5 17,85 
November y ‘ 15,2 
Dezember 
Januar .. 9,6—12,4 By) 9,; 5,7 33,2 
Februar . 9,3 —16,3 2,$ 8,3—13,2 10,2 
Marz .... 7,0 —15,65 : 7 10,6 
April.... 5.1—13,7 ‘ 5,! 9,8 

5; 8.6 ef 5,3 8.9 
, 5,6—10,6 48— 7,8 


Bilanzzwecke brauchbar sind. Da die rohen Kartoffeln in der Volks- 
ernihrung keinerlei Rolle spielen, haben fiir die genannten Zwecke 
Durchschnittswerte des Vitamin C-Gehalts roher Kartoffeln keine Be- 
deutung. Wir legen also die Werte fiir in der Schale geddimpfte oder 
yekochte Kartoffeln fest. Diese sind fiir die Vitamin C-Zufubr durch 
Kartoffeln .Waximalwerte. Gegeniiber den Rohwerten besitzen sie 


weiter den Vorteil gréBerer Genauigkeit, da ihrer Ermittlung stets 
gréBere Mittelproben zugrunde gelegt werden konnten und sich infolge- 
dessen die Schwankungen einzelner Kartoffeln ausgleichen. 

Man mu8 natiirlich bedenken, daB bei andersartiger Zubereitung 
und unter den sonstigen Einfliissen des Vorbereitens, Auftragens und 
Essens der taglichen Mahlzeiten weitgehende Verainderungen im Vita- 
min C-Gehalt eintreten kénnen. Diese werden stets zu einer Ver- 
minderung fiihren, und es liegen die wirklich aufgenommenen Vitamin C- 
Mengen unter denen, welche mit den Durchschnittszahlen errechnet 
wurden. Dies alles wiirde bei der Beurteilung der tatsachlich mit der 
Kartoffel zugefiihrten Vitamin C-Mengen zu beriicksichtigen sein. Als 
Grundlage einer theoretischen Berechnung und einer sich unter Beriick- 


)»* 











20 A. Scheunert, J. Reschke u. E. Kohlemann: 


sichtigung der naheren Umstande darauf griindenden Beurteiluny do 
Vitamin C-Mengen, die in Wirklichkeit aufgenommen werden, eigney 
sich die maximalen Standarddurchschnittszahlen durchaus. Wi; 
nehmen deshalb fiir in der Schale gekochte oder gedimpfte Hert) 
kartoffeln deutscher Herkunft folgende Durchschnittswerte in m;: 


Ascorbinsaure an: 


en 2. eae 18 het eke tate ia et. 8) 
NOVEM? ose 66 eres 15 MME Fo: cide diva Se sabenscem's 
6 | an a eee I RIN ctecated ins ms oes aay aloes 7 
0 ae ere ree Sf 1] |: SA SRE ee ae oe OE ae 7 
POREUAE so05 tsa ser chs 10 


Zusammenfassung. 


In Fortsetzung von Arbeiten, die sich mit der Veranderung des 
Vitamin C-Gehalts der Kartoffel wahrend der Lagerung beschaftiven 
wurden die drei aus sechs verschiedenen Herkiinften stammenden 
Kartoffelsorten, Erdgold, Edelragis und Ackersegen aus dem Jahre 1936 
auf ihren Vitamin C-Gehalt mit Hilfe der Titrationsmethode mit Di 
chlorphenolindophenol und im Meerschweinchenversuch gepriift und 
folgende Ergebnisse erhalten: 

1. Der Vitamin C-Gehalt einzelner Kartoffelknollen schwankte 
innerhalb der Kartoffelsorte sehr stark, so daB man, um gute Mittelwerte 
zu erhalten, die Werte einer Mittelprobe aus gedimpften Kartoffeln 
welches, wie auch hier wieder in Bestatigung friiherer Untersuchungen 
hervorgeht, die das Vitamin C am besten erhaltende Zubereitungsweise 
ist, zugrunde legen mubBte. 

2. Die Ende Oktober/Anfang November kurz nach der Ernte 
untersuchten Kartoffelsorten wiesen in gedimpftem Zustand einen 
Vitamin C-Gehalt auf, der sich zwischen 13,14 und 25,02 mg°®,, bewegte 
und,im Durchschnitt 17,29 mg®,, betrug. 

3. Bestimmte Regelmabigkeiten, wonach eine bestimmte Sort: 
oder Herkunft beziiglich ihres Vitamin C-Gehalts gegeniiber anderen 
eine ausgesprochene Uberlegenheit besitzt, lieBen sich aus den ve- 
fundenen Zahlen nicht ableiten. 

4. Beobachtungen wahrend der anschlieBenden Lagerungszeit 
ergaben, da der Vitamin C-Gehalt der gedimpften Kartoffeln bis 
Mitte und Ende Januar des nachfolgenden Jahres auf 8,87 bis 15,66 mg 
durchschnittlich auf 11,44 mg®,, und bis Ende April auf 5,86 bis 8,4 my 
durchschnittlich auf 7,20 mg, zuriickgegangen war 

5. Anfanglich bestehende Unterschiede zwischen den _ einzelne! 
Kartoffelsorten und -herkiinften glichen sich wahrend der Lagerungszet 
mehr und mehr aus, so daB irgendwelche Hinweise iiber die Lage! 
bestindigkeit des Vitamin C nur bei der Kartoffelsorte Ackersegen 


eine 
beste 


reihe 


die 1 
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welche die gréBten Verluste aufwies, gefunden wurden. Die Frage, ob 
eine solche verschiedene Lagerbestandigkeit gegeniiber dem Vitamin C 
besteht, muB jedoch an zahlreicherem Material in gréBeren Versuchs- 
reihen geprift werden. 


6. Meerschweinchenversuche bestatigen in guter Ubereinstimmung 


die mit der Titrationsmethode gefundenen Ergebnisse. 

7. Unter Beriicksichtigung samtlicher eigenen Untersuchungen 
und der von Nehring, Wachholder und Mitarbeitern mitgeteilten Werte 
wurden Standarddurchschnittsuahlen fiir die Vitamin C-Gehalte von in 
dey Schale gedimpften oder gekochten Kartoffeln aufgestellt, die bei 
Berechnungen zugrunde gelegt werden kénnen. Sie sind in mg®, 
Ascorbinséure ausgedriickt : 

is 


Der Wert und die Bedeutung dieser Zahlen wird besprochen. 








Wirkungen des Kohlendioxyds. 
Von 
Manfred Kiese. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 16. Mdrz 1940.) 


Mit 19 Abbildungen im Text. 


Nachdem die beherrschende Rolle der Kohlensaure fiir die Regu. 
lierung der Atmung erkannt war, entstand eine eingehendere Diskussic 
der Frage, ob der wirksame Teil ausschlieBlich die Wasserstoffione 
seien oder ob der Kohlensaure noch eine ,,spezifische’* Wirkung bei de: 
Erregung der Atmung zukomme [Haldane und Priestley (1), Winte) 
stein (2)|. Die genauere Analyse dieses Problems stieB auf Schwieriy 
keiten, da die Kohlensiure Eigentiimlichkeiten besitzt, die die Aus 
breitung ihrer Saurewirkung im Organismus von der anderer Sauren 
unterscheidet (schnelle Diffusion als CO,). Insofern hat die Kohlensiur 
schon als Saéure eine Sonderstellung. Das Kohlendioxyd hat jedoch neben 
der ,,Saurewirkung*: noch Wirkungen, die nur ihm zukommen ob 
freilich bei der Atmungserregung mu® wohl noch unentschiedet 
bleiben. 

Das Kohlendioxyd vermag mit freien Aminogruppen leicht reversib| 
Verbindungen zu bilden: Carbaminsaéuren bzw. Carbamate. Die Car} 
amate haben aus einfachen Griinden andere chemische Eigenschaften als 
die Amine, aus denen sie entstehen. Es ist nicht ausgeschlossen, da{ die 
Verwandlung einer Aminogruppe in eine Carbaminogruppe fiir di 
physiologische Wirkung einer Substanz von Bedeutung ist. Garan (3 
hat mitgeteilt, daB die Wirkung von Histamin durch CO, gehemmt 
wird. Aus der Abhangigkeit der Hemmung vom CQ,-Druck nahm er die 
Bildung von Carbaminohistamin als Mechanismus der Hemmung an 
Diese Deutung seiner Versuche ist jedoch nicht richtig, wie spater noc! 
gezeigt wird. 

Fiir die chemischen und physikalischen Eigenschaften der Protein: 
ist der Zustand der freien sauren und basischen Gruppen von grobet 
Bedeutung. Die Verwandlung einer ungeladenen Aminogruppe in ei 
Carbaminsiure mit der Méglichkeit der Aufnahme einer negative! 
Ladung statt einer positiven mu das Verhalten des Proteins andern 
Zu den differenziertesten und empfindlichsten Eigenschaften vor 
Proteinen gehéren die katalytischen Wirkungen der Fermente. >¥ 
konnten als feiner Indikator fiir Anderungen am _ Eiweifmoleki 


dienen. 
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Die Reaktion von CO, mit Ammoniak in wasseriger Lésung wurde 
zuerst von Drechsel (4) untersucht. Einige carbaminsaure Salze wurden 
von ihm beschrieben. Siegfried (5) hat spater gezeigt, daB auch 
\mine, Aminosauren, Polypeptide und Proteine in wasseriger Lésung 
Carbaminoverbindungen bilden. Geschwindigkeit und Gleichgewicht der 
Reaktion von CO, mit einigen einfachen Aminen und Aminosauren sind 
von Faurholt (6) und Stadie und O’ Brien (7) naher untersucht worden. 
Das genauere Studium der Reaktion von CO, mit Proteinen blieb bisher 
im wesentlichen auf das Haimoglobin beschrinkt. Henriques (8) hatte 
zuerst auf die Bedeutung des Carbhamoglobins fiir den CO,-Transport 
im Blute hingewiesen. Durch eine Reihe spaterer Untersuchungen von 
Meldrum und Roughton (9), Ferguson und Roughton (10), Ferguson (11) 
und insbesondere Groscurth und Havemann (12) und Stadie und 
0’ Brien (13) sind genauere Daten iiber das Gleichgewicht von Hb und 
('O, bekanntgeworden. Diese zeigen, daf das reduzierte Hamoglobin 
unter sonst gleichen Bedingungen mehr Carbamat bildet als Oxy- 
himoglobin. Das Verhaltnis der beiden Konstanten der Carbamat- 
gleichgewichte von reduziertem und Oxyhiamoglobin fanden Stadie 


; . kK Am (red) Po ) - ° — P 
und O’ Brien zu — 1,5 2.0. Wenn die Carbamatbildung 


Am (0x) 
eine Funktion der Sauerstoffbindung ist, dann ist auch die Sauer- 
stoffbindung eine Funktion des Carbamats. Das ging schon aus den 
Versuchen von Margaria und Green (14) hervor und wurde kiirzlich von 
Netter und Mitarbeitern (15) bestatigt. Hier hat das Kohlendioxyd eine 
.spezifische’* Wirkung. 

Die folgenden Untersuchungen betreffen die Wirkung von CO, auf 
die Erregbarkeit der glatten Muskulatur des Darms und die Aktivitat 
einiger Fermente. CO, hat freilich iiberall .,.Saurewirkungen‘‘, somit 
war in allen Fallen eine genaue Bestimmung des Einflusses der Wasser- 
stoffionen auf die untersuchten Vorgiange notwendig. 


Garans bereits erwihnte Beobachtungen iiber die Hemmung der 
Histaminwirkung am Darm und ihre Deutung waren der Anlafi zur 
Messung des Gleichgewichts zwischen Histamin und CO,. Die Ergeb- 
nisse dieser Messungen waren neben dem allgemeinen Interesse an 
den Eigenschaften eines biologisch sehr wichtigen Amins — fiir die Deu- 
tung der Versuche Garans und der eigenen Beobachtungen wichtig. 

Die Untersuchungen umfassen: 1. Carbaminohistamin. 2. Einflu’ 
von CQ, und Wasserstoffionen auf die Erregbarkeit des Darms fiir 
Histamin, Pilocarpin und Acetylcholin. 3. Wirkung von CO, auf die 
Histaminase. 4. Wirkung von CO, auf die d-Aminosiureoxydase. 
5. Wirkung von CO, auf die Katalase. 6. Wirkung von CO, auf die 


Nierenphosphatase. 
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1. Carbaminohistamin. 


Bezeichnungen. I 
[C] | Gesamtkonzentration von Histamin in Millimol pro Liter. — 

ungeladenes Histamin in Millimol pro Liter. aanaids 
[R einfach positiv geladenes Histamin in Millimol pro Liter. 


[R zweifach positiv geladenes Histamin in Millimol pro Liter 


tratio 
elektr 
erfolg 
Die M 
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Die E 


gleich 


Histamincarbamat in Millimol pro Liter. 

verfiigbares Alkali in Millimol pro Liter. 

geléstes Kohlendioxyd = a9, - Peo, 

Léslichkeitskoeffizient von CO, = 5,9- 10-5 Mol pro Liter j 

mm Hg bei 0,2°. 
y_;y~- Aktivitatskoeffizienten einwertiger bzw. zweiwertiger Lonen H 
iu lonenstarke (ionic strength). gruppe 
kK, erste Dissoziationskonstante des Histamins. kénne) 


K, — zweite Dissoziationskonstante des Histamins. 

K,,, Carbamatkonstante des Histamins (Konstante des Gleic! 
gewichts zwischen CQ,, Histamin und Histamincarbamat) 

Keo, Geschwindigkeitskonstante der Hydratation von COy,. 


Die saure Losung eines Amins, in der praktisch alle Aminogruppe: Die 
ein Wasserstoffion gebunden haben, nimmt iiber die physikaliscly 
Léslichkeit hinaus kein CO, auf, bildet also keine Carbaminséure. Di: Gleich 
Carbaminsaéurebildung wird erst nachweisbar, wenn mebbare Menger 
ungeladener NH,-Gruppen vorhanden sind. Das CO, reagiert also nui des in 
mit ungeladenen NH,-Gruppen: RNH, + CO, = RNHCOOH. Di starke. 
[Falken 


Carbaminsiure dissoziiert in wasseriger Loésung, deren py > & ist prak 
tisch vollstandig. Da die Sauredissoziationskonstanten der Carbamii eae 
siuren noch nicht genau bekannt sind, ist es zweckmaBig, das Carbamat wurde 
gleidhgewicht auf diesen Zustand zu beziehen. Das Carbamatgleic! = 

ionenke 


[Na*] 

[Am-]-[H*] ‘ Dissozi: 
aTi, Am’* 

[R] -(CO,] pK, 


gewicht ergibt sich somit zu 


Der Nachweis fiir die Richtigkeit der beiden Voraussetzungen diese! sungen 


Gleichung ist fiir andere Amine erbracht (6, 7) und ergibt sich auch aus 


den eigenen Messungen am Histamin. 


jeder zy 
einzelne 


Die Berechnung der Konzentration ungeladener Aminogruppen 
einer bestimmten Lésung erfordert die Kenntnis der Dissoziation- Det 
konstanten der betreffenden Gruppe. Uber die Dissoziationsko mehrfac 
stanten des Histamins liegt eine kurze Angabe von Lery (16) vor ergibt a 
in m/100 Lésung bei 30° pK, 5,9, pK 9,7. Die eigenen Messuny: [Cohn (2 
weichen von diesen Werten ein wenig ab. heit der 
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Die Dissoziationskonstanten des Histamins. 


Die Dissoziationskonstanten des Histamins wurden durch potentio- 
metrische Titration bestimmt. 0,01 m Lésungen von Histamin-Dihydro- 
chlorid wurden mit Natronlauge titriert. Die Wasserstoffionenkonzen- 
tration wurde mit der Wasserstoffelektrode gemessen. Als Bezugs- 
elektrode diente eine gesattigte Kalomelelektrode. Die Standardisierung 
erfolgte durch ,,Standard**-Acetat, pu — 4,65 [Hitchcock und Taylor (17)}. 
Die Messungen wurden bei 38,0° in einem Luftthermostaten ausgefiihrt, 
in dem die Temperatur der Lésungen um weniger als 0,019 schwankte. 
Die Berechnung der Konstanten erfolgte nach der Massenwirkungs- 
gleichung. 


Histamin hat eine Iminogruppe im Imidazolring und eine Amino- 


gruppe in der Seitenkette, die beide positive Ladungen aufnehmen 


kénnen. Die Dissoziationskonstanten ergeben sich also zu 


Die Aktivitatskoeffizienten wurden nach der Debye-Hiickelschen 
0.5 27-Vu 
Gleichung berechnet: lg» -z ist die Wertigkeit 
1+ 10°-a-Vu 
des in Frage stehenden Lons, a der wirksame lonenradius, s: die lonen- 
starke. Der wirksame lIonenradius wurde zu 0,5 A angenommen 
([Falkenhagen (18)|. Eine Korrektur fiir den Abstand der Ladung beim 
zweiwertigen Lon [Simms (19)] wurde nicht eingeftihrt. Die Lonenstarke 
wurde in Annaherung aus den Titrationskonstanten errechnet. Die 
Konzentration der entladenen Gruppen ergab sich aus der Wasserstoff 
ionenkonzentration und der Konzentration des zugefiigten Alkali zu 
Na } + [fH } [OH |. Fir die Berechnung von [OH | wurde die 
Dissoziationskonstante des Wassers bei 38° angenommen = zu 
pK, 13,588 [Harned und Hamer (20)|. In Tabelle L sind die Mes- 
sungen und Berechnungen der Konstanten zusammengestellt, es ist nur 
jeder zweite Wert einer Titration wiedergegeben. Die Mittelwerte der 


einzelnen Messungen sind: 
pK, = 5,68, pK, = 9,48. 


Der Vergleich der Konstanten mit denen des Histidins, die bereits 
mehrfach gemessen worden sind [Greenstein (21), Levy (16), Deutsch (22)), 
ergibt auch fiir das Histidin die bei anderen Aminen beobachtete 
(Cohn (23)] Verkleinerung des pA der Aminogruppe durch die Anwesen- 
heit der Carboxylgruppe. Greensteins (21) Werte fiir die Konstanten des 
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Wirkungen des Kohlendioxyds. 


Histidins sind: pK, = 1,77, pKo = 6,1, pK, = 9,18 (Kj, ist die 


Konstante der Carboxylgruppe). 


Das Gleichgewicht zwischen Histamin und COg. 


Wenn CO, mit der Lésung eines Amins oder einer Aminosaure in 
alkalischer Lésung ins Gleichgewicht gebracht wird, so daB im Gleich- 
gewicht die Lésung noch alkalisch ist, so befindet sich in der Lésung C Og, 
Bicarbonat (eventuell auch Carbonat) und Carbamat. Dieses Gleich- 
gewicht ist in den friiheren Messungen ausschlieBlich behandelt worden. 
Es ist infolge der Vielzahl der wirkenden Massen in der mathematischen 
Behandlung kompliziert. AuBerdem stellt es sich nur langsam ein, da 
die Einstellung des Gleichgewichts zwischen CO, und Wasser zur Bildung 
von Kohlenséure CO, — H,O H,CO, nur langsam erfolgt [(24) 
bis (27)]. 

Die geringe Geschwindigkeit dieser Reaktion zwischen CO, und 
Wasser erméglicht es jedoch, das Gleichgewicht zwischen CO, und Amin 
in wasseriger Lésung bei Abwesenheit von Bicarbonat, also das ein- 
fachere System CO, + Amin = Carbamat zu messen. 

LaBt man auf eine wasserige L6sung eines Amins, in der alle oder ein 
Teil der Aminogruppen ungeladen sind, einen bestimmten C O,-Druck ein- 
wirken, so erfolgt bei raschem Schiitteln zunachst eine schnelle Aufnahme 


von C Og, die tiber die physikalische Léslichkeit hinausgeht. Diese schnelle 


Aufnahme geht dann sehr plétzlich in eine langsame langanhaltende 
weitere Aufnahme iiber (Abb. 2). Die erste Phase entspricht der physi- 
kalischen Lésung von CQO, und der schnellen Reaktion von CO, mit dem 
Amin, die zweite Phase der langsamen Hydratation von CO,. Den 
groBen Unterschied der Reaktionsgeschwindigkeit des CO, mit dem 
Amin einerseits und Wasser andererseits kann man dazu ausnutzen, 
ein Gleichgewicht zwischen CO, und Amin zu messen bei Abwesenheit 
von Carbonat. Meldrum und Roughton (9) und Stadie und O’ Brien (7) 
haben zuerst auf diese Méglichkeit der Trennung eines carbonatfreien 
Gleichgewichts zwischen CO, und Amin von dem Gesamtgleichgewicht 
hingewiesen und letztere haben beide Gleichgewichte bei einigen Amino- 
sauren sehr vollstandig analysiert. 


Methodik. 


Fir die Reaktion von CO, mit Histamin wurde sowohl das carbonat- 


yemessen. 


freie wie das Gesamtgleichgewicht ge 

Das Gesamtgleichgewicht wurde nach einem Verfahren gemessen, 
das schon zur Bestimmung des Carbhamoglobins verwendet worden ist 
(Margaria und Green (14), Groscurth und Havemann (12)|: Die Lésung 


des Histamins wurde mit einem bestimmten CO,-Druck ins Gleich- 
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gewicht gebracht, die Wasserstoffionenkonzentration mit der G 
elektrode gemessen und der CQO,-Gehalt der Lésung bestimmt. Dey 
Mehrgehalt an CO, gegeniiber dem aus der scheinbaren Dissoziativ 
konstanten der Kohlenséure berechneten entsprach dem Carbama 


gehalt. 


Die Ermittlung des carbonatfreien Gleichgewichts erfolgte nach den 


Vorgange von Stadie und O’ Brien (7) durch 


manometrische Messunv 


In einem ReaktionsgefaB wurde ein bestimmter CO,-Druck auf ein 
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Cp HJ 
Abb. a. A Reaktionsgefi8, B KompensationsgefiB, C Dif- 


ferentialmanometer, D geschlossenes Quecksilbermanometer, 
E volumetrische van Slyke-Biirette, F Glasspirale. 





durch Schliff mit den R6éhren verbunden. 


Lésung von Histamin ve- 
geben und bei schnellem 
Schiitteln die CO,-Auf 
nahme manometrisch ver 
folgt. Die Apparatur war 
folgendermaben ange 
ordnet: Abb. 1. 4A Reak 
tionsgefaB, B Kompen 
sationsgefaB, C Differen 
tialmanometer, J) ge 
schlossenes Quecksilber 
manometer, # volumetri 
sche van Slyke - Biirette 
F Glasspirale. Die Ap 
paratur  bestand voll 
standig aus Glas. Die 
bewegliche Verbindung 
zwischen den Manometern 
und dem Reaktionsgefals 
wurde durch eine Glas 
spirale F hergestellt. Ri 
aktionsgefaB und Kon 
pensationsgefa = waren 
Beide GefaBe befande: 


sich in einem Wasserbad von 0,2. Das ReaktionsgefaB wurde mit 
einer Geschwindigkeit von 450 bis 500 Revolutionen pro Minute 


schiittelt. Im Differentialmanometer, das 


30°,ige Schwefelsaure, d 1.22. die mit Bichromat leicht angeta 
war, verwendet. Das Quecksilbermanometer war geschlossen und dic! 


sowohl zum Abmessen von bestimmten CO,-Mengen in der Biirett: 


125 em lang war, wurd 


rit 
iv) 


wie auch zur Messung des Anfangsdruckes bei Anwendung hoher (0 
Drucke. Das Volumen des ReaktionsgefaBes mit den Verbindungen 


den Manometern betrug 82,5 ecm. 


Nach Fiillen des ReaktionsgefaBes und Verbinden mit den Mano 
metern wurde mit einer Olpumpe auf Wasserdampfdruck evakuiert 
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Das ReaktionsgefaB wurde wahrenddessen eine Weile geschiittelt um 
veléste Gase zu entfernen. Dann wurde bei stillstehendem GefaB ein 
bestimmter CO,-Druck auf die Lésung gegeben und sofort nach Ablesen 
des Druckes das Schiitteln begonnen. Die CO,-Aufnahme bis zur ersten 
Druckablesung und Beginn des Schiittelns war vollkommen zu vernach- 
Jassigen. 

Bei niedrigen Temperaturen, bei denen die Hydratation von CO, 
besonders langsam ist, war die als CO, und Carbaminsaure auf- 
vgenommene CQO,-Menge ohne Schwierigkeiten 





zu bestimmen. Von dem Verlauf der Druck- 
abnahme wahrend der Hydratation (langsame 
Phase) wurde der Druck zur Zeit 0 extra- 
poliert (Abb. 2). Dieser Druck wurde als 
Gleichgewichtsdruck der Reaktion von CQ, 


mit dem Histamin genommen. Diese Extra- 


polation ist bei Anwesenheit von Carbamat 
sogar genauer als ohne, da die Aufnahme 
von CQ, aus der Gasphase zur Hydratation 
bei Gegenwart von Carbamaten verlangsamt 
ist, wie spater noch genauer ausgefiihrt 


werden wird. 


Fir das Gleichgewicht zwischen CO, 





und Histamin galt Gleichung (1). In ihr 





sind neben den experimentell ermittelten 

, ; Y 
Am~] und [CQ.,] die unbestimmten [H*] 
und [R]. Zur Errechnung von K,,, miissen 





Abb. 2. Aufnahme von CO, 
durch 20cem Histaminlésung 
die beiden letzteren durch definierte oder 0,1m bei verschiedenem Alkali- 
a vee ' ; : ie gehalt. 
gemessene Grofien ersetzt werden. Wegen Kurve 1: Histaminlosung py 3,6, 
der einfacheren Einsicht in die endlichen 3: Histaminlisung py 7,34, 
Ergebnisse und den Weg ihrer Gewinnung 4 Pensa Pu 5.4, 
: i . 2: Wasser. 
wird diese Ableitung hier kurz gegeben. 
Die Gesamtmenge Histamin ist nach Einstellung des Carbamat- 
gleichgewichts in drei verschiedenen Formen in Lésung 
(C] = [R*]+[R] + [Am-]. (4) 
Unter der Voraussetzung, daB CO, nur mit R reagiert und die gebildete 
Carbaminsiure unter den Bedingungen der Messungen praktisch vollig 
dissoziiert ist, ist die Konzentration von verfiigbarem Alkali! gegeben 
durch 
[Bt] = [R] + 2[Am-]. (5) 
' Bei Konzentrationsangaben von verfiigbarem Alkali ist im folgenden 
das eine von der Iminogruppe ,,gebundene** Aquivalent Base nicht beriick- 
sichtigt, da es fiir das Carbamatgleichgewicht nicht in Frage kommt. 
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Die Wasserstoffionenkonzentration der Loésung ist definiert di 
Gleichung (3) 


' - [R*] 


Nach Eliminieren von [R] und [R*] mittels Gleichung (4) und (5 
[C] — [B*] + [Am-] 
[B+] —2[Am-] ~— 
Mittels Gleichung (5) und (6) kénnen [R] und [H*] aus der Masse 
wirkungsgleichung (1) eliminiert werden. 
[Am-] [[C] — [B*] + [Am-]] tin pela 
[(B+] — 2[Am-)}* ies 


[H*] = K, 


[Am-] und P.o, werden experimentell ermittelt, die anderen Grife: 
auBer K,,, sind definiert. 

Die Bildung von Carbaminohistamin bei verschiedenem Alkali 
gehalt ist in Abb. 2 veranschaulicht. Der Anfangsdruck des CO, war 


in allen Fallen gleich. Der Gleichgewichtsdruck fiir das carbonatfreie 


Gleichgewicht wurde durch Extrapolation zur Zeit 0 ermittelt. In saure: 
Lésung wurde keine Carbaminsaure gebildet. Die CO.-Aufnahme wa: 
sogar ein wenig geringer als in Wasser. Das entsprach der Verminderung 
der Léslichkeit von CO, durch Salze. 
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Abb. 3. Carbamatbildung bei hoher Konzentration von verfiigbarer Base und steigen 
dem CO.-Druck. Histamin 0,1 m verfiigbare Base 0,05m. 


Wurde zu einer Lésung von Histamin-dihydrochlorid Alkali gegeber 
so daB die Konzentration von Histamin 0,1 mol. und die der Base 
0,15 mol. ({[R] = 0,05 mol.!) ist, und wurde die Carbamatbildung bei 
steigenden CO,-Drucken gemessen, so nahm die Carbamatkonzentratio! 
anfangs zu, um sich bald einem Grenzwert zu nahern, iiber den sie auc! 
bei weiterer Druckerhéhung nicht hinausging. Dieser Wert lag nahe de! 
halben Konzentration verfiigbarer Base (1), [B*}]) (Abb. 3). Dieses Er 
gebnis bestatigt die Annahme einer sehr weitgehenden Dissoziation de! 
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Carbaminsaure unter den Bedingungen dieser Versuche. Denn. bei 
volliger Dissoziation der Carbaminsaure ast ! » [B*] die héchstmégliche 
Konzentration an Carbamat. Bei den héheren CO,-Drucken ist das py 
im carbamatfreien Gleichgewicht nach Gleichung (6) zu etwa 8.4 anzu- 
nehmen, bei den niederen Drucken hoher. 

Aus den in Abb. 3 gegebenen Werten kann nach Gleichung (7) die 
Carbamatkonstante errechnet werden. Der Mittelwert wird am ein- 
fachsten graphisch bestimmt. Wird der linksseitige Ausdruck der 
Gleichung (7) 

[Am~] [(C] — [B*] + [Am-}] 
[[B*] — 2[Am-] 


gegen Peo, aufgetragen, so ergibt sich eine Gerade, deren Neigung ist 
Kam 
Ky 


gibt sich Ky,, = 6,02 -10-6, pK,,, = 5,22. (Abb. 4.) 


X05 1,08. Da ze9, = 5.9-10-5 und Ky = 3,31 - 10-1, er- 
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Abb. 4. Carbamatkonstante des Histamins. 


Uber die Carbamatkonstante des Gesamtgleichgewichts sei hier nur 
mitgeteilt, daB sie von ahnlicher GréBe ist wie K,,,. Einzelheiten der 
Messungen werden noch an anderer Stelle mitgeteilt werden. 

Fiir die spater beschriebenen Versuche ist von Interesse, welcher 
Anteil des Histamins unter physiologischen Bedingungen als Carbamat 
vorliegt. Unter Benutzung von K,,, ergibt sich fiir CO,-Drucke von 
30 bis 40 mm Hg und px 7,3 bis 7,6 ein Histamincarbamatgehalt von 
1 bis 10°, 


, des Gesamthistamins. 


Unter den Bedingungen der eben beschriebenen Messungen, 
C] = 0,1 mol., [B*] = 0,05 mol., war gefunden worden, da} bei stei- 
gendem CO.,-Druck die Konzentration an Carbamat anfangs schnell 
ansteigt, um sich dann asymptotisch einem Grenzwert zu nahern, der 
von !/, [B*] nur wenig abweicht. Darin wurde in Ubereinstimmung mit 
Stadie ein Beweis fiir die weitgehende elektrolytische Dissoziation der 
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Carbaminsaure gesehen. 
carbonatfreien Gleichgewicht noch 


Anders 


verliefen die 


M. Kiese: 


Die Wasserstoffionenkonzentration 


- 10-8 mol. 


Wal 


Beziehungen zwischen Carbamino-( 0 


Bindung und Druck, wenn wesentlich weniger Alkali zugegeben wurde 


Solche Versuche sind in Ab} 5 





Carbamat —= 
ae. 








wiedergegeben. Es waren nur 
0,0045 Mol pro Liter verfiighar 
Die Car 


wesentlich 


Base in der Loésung. 
vaamatbildung war 
I tbildung war 


geringer, stieg bei niedrigen 
Drucken mit dem Druck schne!! 
an, blieb aber nicht bei einem 
Grenzwert von !/, [B*] stehen 
sondern stieg oberhalb 20 mm 


Hg CO.-Druck langsam linear 








Abb. 5. 
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Abb. 6. Hemmung der 


Carbamatbildung durch 
Pyrophosphat. 


Carbamatbildung 
zentration von verfiigbarer Base und steigendem 
C 0,-Druck. 

Histamin 0,1 m verfiigbare Base 0,0045 m 


sf mit dem Druck weiter an 
> 26 we 3 v0 é é se 
- 9 x Dieses Ergebnis ist mit cet 
mmiig ga . 
E , Annahme_ einer vollstandiven 
bei niedtiger Kon- 


elektrolytischen Dissoziation 


der gebildeten Carbaminsiiure 


nicht vereinbar, vielmehr nu 
wenn unter diesen Bedingungen die 


Teil 


verstandlich, 


Carbaminséiure zu einem = groben undisso- 
ziiert ist. 

Zahlenangaben iiber die elektrolytische Disso- 
ziationskonstante der Carbaminsauren liegen bis 
her nur von Groscurth und Havemann (12) fiir dis 
Hamoglobincarbaminséure vor. Aus dem Anstieg 


der Carbamino-CO,-Konzentration mit dem px 
haben sie eine elektrolytische Dissoziationskonstant: 
der Hamoglobincarbaminséiure von pK’ ~ 7,4) er 
rechnet. Nach den beobachteten Abweichungen det 
Carbamino-C O,-Bindung im Bereich von py 7 bis 5 
ist fiir die Histamincarbaminséure eine Konstant« 
von ahnlicher GréBe anzunehmen. Genaue Messungen 
werden noch folgen. 

Fiir Messungen der Histamincarbamat 
bildung wurden Histaminlésungen verwendet. «i 


aus dem Dihydrochlorid des Histamins durch Zu 


die 


gabe von Natriumhydroxyd hergestellt worde 
waren. Die Lésungen enthielten also Natrium 


chlorid. Durch Kontrollmessungen mit zusitzlichem Natriumehloric 
wurde festgestellt, daB dieses keinen meBbaren EinfluB auf die Car 


bamatbildung hatte. 
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Kine vollige Hemmung der Carbamatbildung wurde durch Pyro- 
phosphat bewirkt. Die Anwesenheit von 0.1m Py rophosphat in 0.1m 
Histaminlésung lieB die COQ,-Aufnahme genau so verlaufen wie sie in 

0.1m Pyrophosphatlésung ohne Histamin verlief. In Abb. 6 sind 
solche Messungen wiedergegeben. Zum Vergleich ist die CO,-Aufnahme 
einer Histaminlésung von gleichem py dargestellt. Zu erwarten wire 
eine starkere Carbamatbildung in Gegenwart des Puffers gewesen, da die 
Konzentration an verfiigbarer Base wesentlich héher war. Die Carb- 
imatbildung des Histidins wurde durch Pyrophosphat ebenso gehemmt 
wie die des Histamins. 

Nach Beendigung der Carbamatbildung in der Histaminlésung ver- 
iuft die weitere Aufnahme von CQ, aus der Gasphase sehr langsam. 
Die Geschwindigkeit wird bestimmt durch die Hydratation des CO,: 
CO H,O = H,CO, = H’ + HCO,. Der Verlauf dieser Reaktion 





sich mit der manometrischen 2005 
Methode innerhalb des hier inter- 
essierenden Bereichs der Wasserstoff- 
onenkonzentrationen einwandfrei 
messen, Das ist bereits wiederholt 
veschehen und die Kinetik dieser 
Reaktion weitgehend aufgeklart (24, 

27). Die Reaktion wird von einer 
feihe von schwachen Sauren kata- 
vsiert [Roughton und Booth (28), 
Kiese (27)]. Die unkatalysierte Ge- 
schwindigkeit der Hydratation, A o,. Abb. 7. Geschwindigkeitskonstant 
iBt sich durch Extrapolation der der Hydratation 
Geschwindigkeitskonstanten bei ver- oo “Seis a ee = 


schiedenen Konzentrationen der Abszisse: Pufferkonzentrati 
in Mol pro Liter 





Jie 3 
von COs (Keg) 
schwachen Sauren zur Konzen- 


tration 0 ermitteln. Abb. 7 enthalt eine Reihe solcher Messurgen 
von Keo., aus denen sich die Konstante der unkatalysierten Reaktion 


2 Keo, = 0,0022 bei 0,2° ergab. Dieser Wert stimmt sehr gut mit 
dem von Roughton und Booth (28) gefundenen iiberein: Keg 0.6621 
bei G°. Bei der Temperatur 5,6° war in friitheren Messungen (27 


Koo 0.0037 gefunden worden. 

Die manometrische Messung der Hydratationsgeschwindigkeit bei 
\nwesenheit von Histamincarbamat ergab eine Geschwindigkeits 
konstante, die viel kleiner war als die der unkatalysierten Reaktion, 
Keo, = 0.0015, Tabelle Ll. Eine unmittelbare Hemmung der Reaktion 
»wischen CO, und Wasser ist auszuschlieBen, da bei der 20fachen 
Konzentration von Carbamat die gleiche Geschwindigkeitskonstante ge 
funden wurde, Tabelle IIL. Bei Untersuchung mehrerer’ LImidazol- 
lerivate hatten Roughton und Booth (28) festgestellt, dali diese eine 
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Pabelle Ll. Geschwindigkeit der CO,-Aufnahme einer Hista 
l6sung bei Gegenwart von Histamincarbamat. 


20cem Histamin m 10. px 7,384. Anfangsdruck Poo, 28,4 mn 
x 0,2° C, 
Carbamatgehalt beim carbonatfreien Gleichgewicht 0,0016 mo! 
V, 
2,303 (=. + x) 
Fw £ 
Fe 


62,5; 


Ig 





Poo, 
mm Hg 
11,99 


11,72 0,0068 0.001! 
11,54 0,0068 0,0015 


11,36 0,0068 0.0015 


11,05 0.0120 0,00] 

10,73 0,0125 0,0014 
10,26 0,0190 0.0020 
9,92 0,0145 0.0011 
9,64 0,0120 0,0013 
9,28 0.0163 O,0OLS 
8,96 0,0157 0.0017 


8,38 0.0290 O0016 


Mittel: 0.0015 


Tabelle III. Geschwindigkeit der CO,-Aufnahme von Hista: 
ldsung bei Gegenwart von Histamincarbamat. 
5cem Histamin m 10. py 9,5. Carbamatgehalt beim = carbonatt 
Gleichgewicht 0,022 mol. 

V 
2,303 ( 35~ + x} 
, J 
a9 
P, ty 


77,5; V 


lg 


L 





Poo, 


mm Hg 


43,20 

43,00 0.0020 0.001 
42,80 0.0020 0.001; 
42,34 0,0032 0.0012 
42,16 0.0032 0,001 
41,80 0,0036 0.0014 
41,60 0,0038 0,001 
41,10 0,0038 0,001; 
40,72 0,0039 0.0012 
40.38 0.0039 0.00 
40,00 0.0040 0.001 


Mittel: 0,001 
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katalytische Wirkung auf die Hydratation von CO, haben, die etwa der 
des Phosphats entspricht. Wenn man annimmt,. da das Histamin sich 
jhniich verhalt, so ergibt sich eine unkatalysierte Geschwindigkeits- 
konstante fiir die Aufnahme von CQO, in Histaminearbamatlésung von 
K,o, = 0.001, wie aus Abb.7 leicht errechnet werden kann. Fiir eine 
0.) m Lésung von Glykokoll und Glykokollearbamat — wurde 
—_ 0,00125 gemessen. Da eine Hemmung der Reaktion zwischen 
Kohlendioxyd und Wasser nicht besteht, muB durch jedes hydratisierte 
('O,-Molekiil ein anderes aus dem Carbamat freigesetzt werden. In 
Lésungen vom pu > 7 bildet praktisch jedes hydratisierte C O,-Molekiil 
ein Wasserstoffion, jedes Wasserstoffion setzt nach Gleichung (1) ein 
C(O, frei. Dieses stéchiometrische Verhaltnis zeigt, daB die Histamin- 
carbaminsaure eine schwachere Saure sein muB als die Kohlensaure, 
deren erste scheinbare Dissoziationskonstante pK, 6,309 — ist 
| Mac Innes und Belcher (29)}. 

Wenn auch die Bildung von Carbamat die Geschwindigkeit der 
teaktion zwischen Kohlendioxyd und Wasser selbst nicht hemmt, so 
verlangsamt sie doch die Geschwindigkeit, mit der eine bestimmte 
Menge CQO, in einer Lésung hydratisiert wird. Fallt z. B. in einem 
ProzeB innerhalb kiirzerer Zeit eine bestimmte Menge CO, an, so wird 
sie bei Abwesenheit carbamatbildender Amine in einer bestimmten Zeit 
bis zum Gleichgewicht hydratisiert. Sind in der Lésung unter sonst 
gleichen Bedingungen carbamatbildende Amine vorhanden, so wird 
zunachst ein Teil des COQ, als Carbamat gebunden und die Hydratation 
verlauft unter einem geringeren CO,-Druck, d.h. langsamer. 


2. Die Wirkung von Kohlendioxyd auf die Erregbarkeit der Darm- 
muskulatur. 


Die Bildung von Wasserstoffionen, Carbonat und Carbamat ist 
soweit bisher bekannt die wesentliche Wirkung von CO, unter 


phvsiologischen Bedingungen. Ob dem Bicarbonation unmittelbar 
spezifische Wirkungen zukommen, ist noch nicht bekannt. Die Erreg- 
barkeit der glatten Muskulatur des Diinndarms wird durch Wasserstoff 
ionen beeinfluBt. Es lieBen sich aber bei der Anwendung von CO, 
Wirkungen nachweisen, die nicht als Wasserstoffionenwirkungen an 


gesehen werden kénnen. 

Die Versuche wurden am isolierten Meerschweinchendiinndarm 
ausgefiihrt. Der Darm wurde in einem Bad von 30 cem physiologischer 
Salzlésung bei 38° aufgehangt. Die carbonatfreien Lésungen enthielten : 
NaCl0.9°%,, KCL0,02°%,, CaCl, 0,02 °,, MgCl, 0,01 °,, NaH, PO, 0.01%, 
Phosphat wurde héher als iiblich gewahlt, um die Pufferkapazitat zu 
erhohen. Versuche mit verschiedenen Phosphatkonzentrationen zeigten 
daB dieser Konzentrationsunterschied an Phosphat die Erregbarkeit des 
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Darms nicht merklich anderte. Durch Zugabe von Natronlauge 
Kontrolle mit der Glaselektrode wurden die Lésungen auf das 
wiinschte px eingestellt. 

Als carbonathaltige Stammlésung wurde eine Lésung mit 0.8 °, Na (| 
und 0,17 °,, NaHCO, benutzt, von den iibrigen Salzen wie oben Phos)) 
oft nur 0,005°%,. Die Lésung wurde mit einem Gemisch von 5°, CO 
und 95°, O. durchperlt. Wurde die Bicarbonatkonzentration erhoht 
wurde Chlorid um die aquivalente Konzentration vermindert. Da- 
der einzelnen Lésungen im Gleichgewicht mit bestimmten Kohlendiox vd 
drucken wurde ebenfalls mit der Glaselektrode bestimmt. 
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Abb. 8. Erregbarkeit des Darms durch Histamin, Acetylcholin und Pilocarpin 
in Abhingigkeit vom py. 


Unter jeweils gleichen Bedingungen wurde die Wirkung von 
Histamin, Pilocarpin und Acetyleholin auf den Darm gepriift. De 
quantitative Vergleich der Wirkungsstaérken unter verschiedenen }: 
dingungen geschah sowohl durch Vergleich der Kontraktionslangen, wir 
der: Dosen, die gleiche Kontraktion erzielten. 

Die Wirkung von Histamin, Acetylcholin und Pilocarpin aut de 
Darm wurde durch Anderung der Wasserstoffionenkonzentration selit 
verschieden beeinfluBt. Eine Gruppe von Versuchen an Diinndarm 
stiicken des gleichen Tieres ist in Abb. 8 wiedergegeben. Die Versuche 
wurden in carbonatfreier Salzlésung durchgefithrt, Pufferung dure! 


Phosphat. In der Stammlésung vom px 7,5 wurden zunachst Dose 
von Histamin, Acetylcholin und Pilocarpin ermittelt, die eine glei 

starke mittlere Kontraktion hervorriefen. Die GréBe dieser Kontraktio: 
wurde willkiirlich gleich 1 gesetzt und die Abweichungen in der Wirkung 
bei mehr alkalischer oder saurer Reaktion dazu in Beziehung gebracht 
Die Grenzen der Wasserstoffionenkonzentration wurden bei 5.5 und >» 
gewahlt. Jenseits dieser Grenzen werden in zunehmendem Mabe ir'e- 


versible Schaden hervorgerufen. Schon beim py 8.5 ist die Ermittlung de! 
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Erregbarkeit nicht mehr ganz zuverlassig, da das Calcium nicht mehr in 
physiologischen Konzentrationen in Lésung bleibt. 

5 die geringsten war der EinflufB} der Wasserstoffionenkonzentration 
vaf die Wirkung des Acetylcholins. Bei py 8,5 war die Wirksamkeit 


doppelt so stark wie bei py 5,5. Am stirksten wurde unter den drei 
untersuchten Substanzen das Histamin von den Wasserstoffionen 
beeinfluBt. Die Wirksamkeiten bei px 5,5 und 8,5 verhielten sich wie 
1:10. Wahrend Histamin und Acetylcholin in saurer Lésung schwacher 
wirkten als in alkalischer, wirkte Pilocarpin in saurer Lésung starker als 
in alkalischer, bei pu 5,5 war die Wirkung etwa viermal so stark wie bei 
pH 8,5. 

Innerhalb der Grenzen von px 5,5 bis 8,5 anderte sich fiir alle drei 
Substanzen die Erregbarkeit ungefahr geradlinig mit dem px. Freilich 
mégen kleine Abweichungen vom geradlinigen Verlauf infolge der Streu- 
ung der einzelnen Messungen nicht erfaBbt werden. Sicher sind aber keine 
sroben Abweichungen vorhanden. In dem untersuchten Dosierungsbe- 
reich ist die Wirkung der drei Substanzen der Konzentration bei- 
nahe direkt proportional, nicht dem Logarithmus der Konzentration. 
Die geradlinige Abhangigkeit der Wirkungsstarke vom px tiber 3 Potenzen 
der Wasserstoffionenkonzentration zeigt dann, daB der Mechanismus der 
Beeinflussung der Erregbarkeit durch die Wasserstoffionenkonzentration 
kein einfacher sein kann. Ware die GréBe der Erregung ausschlieBlich 
durch den Ladungszustand einer Gruppe bestimmt, so miiBte sie der 
Abhangigkeit der Zahl der Gruppen dieser Art von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration folgen, und das ware kein geradliniger Verlauf. 

Die drei untersuchten Substanzen sind Basen. Acetylcholin als 


quartire Ammoniumbase ist verhaltnismaBig stark, Histamin ist 
schwacher (pA, = 9,48), Pilocarpin ist noch schwacher [p A’ = 7,4 (28)]. 
Bei gleicher Gesamtkonzentration an Histamin ist die Konzentration der 
ungeladenen Molekiile bei pu 8,5 etwa 1000mal gréBer als bei py 5,5. 
Die Wirkungszunahme entspricht nicht im geringsten diesem Verhaltnis. 
Der Ladungszustand der wirkenden Substanz ist demnach wenn 


iiberhaupt — von geringer Bedeutung. Das gleiche gilt vom Acetyl- 
cholin und — mutatis mutandis — vom Pilocarpin. Die geradlinige 
Beziehung der Erregbarkeit zum py und geringe Neigung der Kurve 
weisen darauf hin, daB eine gréBbere Zahl von Faktoren die Abhangigkeit 
der Erregbarkeit vom pu bestimmt. 

Wurde die Empfindlichkeit des Darms bei verschiedener Wasser- 
stoffionenkonzentration in der Salzlésung ohne Carbonat und mit 
Carbonat + 35 mm CO, verglichen, so ergab sich im Bereich von px 7,3 
bis 8,0 meist eine héhere Empfindlichkeit bei Anwesenheit von CO,. 
In Abb. 9 sind die Ergebnisse solcher vergleichenden Versuche mit und 
ohne CO, fiir die Histaminwirkung am Darm wiedergegeben, Die 


a” 
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fordernde Wirkung des CO, nahm von px 7,2 bis 8,0 stetig zu. [er 
Unterschied der Empfindlichkeit in CO,-haltiger und CO,-freier Lésuny 
war von Tier zu Tier verschieden groB, am Darm einzelner Tiere gar nic hit 


nachweisbar. Die Acetylcholinwirkung wurde durch CO. weniver 
beeinfluBt als die Histaminwirkung. 

Der Mechanismus der férdernden CO.-Wirkung kann ein mannig.- 
facher sein. Bei alkalischer Reaktion nimmt mit dem py die Konzen. 
tration an Histamincarbamat zu. Es ist von vornherein nicht auszu- 
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Abb. 9. Verstirkung der Histaminwirkung am Darm dureh CO,. CO»-Druck 36 mm Hg 
Kurve 4A: Histaminwirkung in C O,-freier Lésung (s. Abb. 8). Kurve B und + : Histamin 


wirkung in CO,-haltiger Lésung. 


schlieBen, daB das Histamincarbamat eine starkere Wirkung hat als das 
Histamin. Die CO,-Wirkung kann auch jene Elemente betreffen, mit 
denen das Histamin bei der Erregung reagiert. SchlieBlich kénnte die 
Zerst6rung von Histamin beeinfluBt werden. Diese Frage ist untersucht 
worden und wird im letzten Teil der Arbeit (CO,-Wirkungen auf Fer- 
mente) erértert werden. 

Eine Erhéhung des CO,-Druckes auf 70 mm Hg anderte die Erreg- 
barkeit des Darms ganz wesentlich. Wurde der Darm aus der Salz- 
lésung mit 35mm CO,-Druck, px 7,5, in eine solche mit 70 mm COs: 
Druck, pu 7,46, gebracht, so trat beim Fliissigkeitswechsel regelmabig 
eine Kontraktion ein, die ohne weiteren Fliissigkeitswechsel bald wieder 
zuriickging. Die erste darauffolgende Kontraktion pflegte noch gut 
auslésbar zu sein, ganz gleich, ob durch Histamin, Acetylcholin oder 
Pilocarpin. Oft war diese Kontraktion ebenso stark wie bei 35 mm CQ). 
Danach war aber durch keine der untersuchten Substanzen mit den 
sonst geniigenden Dosen eine weitere Kontraktion auszulésen (Abb. 10) 
Wurde der Darm nicht zu lange in der Lésung mit 70 mm C Oy, gelassen, 
so kehrte die Erregbarkeit nach Riickkehr zu 35 mm CO, mehr minder 
volistandig zuriick, 
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Wurde der CO,-Druck von 10 mm bei einem pu Von 6,4 angewandt, 

trat das schnelle Verschwinden der Erregbarkeit nicht ein. Beim 
Wechsel der Lésungen zum pu 6,4 mit 70 mm CO, trat auch wieder eine 
Kontraktion ein, die erste darauffolgende Kontraktion war regelmabig 





A H P Ww A m FA 


Abb. 10. Meerschweinchendiinndarm. C O»-freie Salzlésung py 7,5. Bei W Wechsel 
zur Lésung mit CO,, CO,-Druck 70mm Hg, py 7,46. 
A O,ly Acetylcholin, H 0,15 y Histamin, P 5) Pilocarpin 


besonders stark. Es lieBen sich immer auch noch weitere Kontraktionen 
auslésen, jedoch blieb die Empfindlichkeit meist nicht konstant, sondern 
nahm langsam ab (Abb. 11). 
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Abb. 11, Meerschweinchendiinndarm. CO»,-freie Salzlésung pu 7.5. Bei W Wechsel 
zur Losung mit 70mm CO», py 6,4 
A 0,1 y Acetylcholin, H 0,15) Histamin, P 5 y Piloearpin 


Nach dieser Beobachtung kénnte man annehmen, da®B nicht das 
CO,, sondern das Bicarbonat die Aufhebung der Erregbarkeit bedingt. 
Jedoch hatte eine hohe Bicarbonatkonzentration mit niederem CO.- 
Druck (und hohem pu) keine Wirkung, die der von 70 mm CO, bei 
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pu 7,46 vergleichbar war, vielmehr wurde die Erregbarkeit dad 


nur wenig beeintrachtigt. Besonders wirksam ist also hoher CO,-D: 
bei alkalischer Reaktion. 

Einer kurzen Erérterung bediirfen noch die Versuche von Garan 
Die Deutung, die diesen Versuchsergebnissen gegeben wurde, ist mit den 
hier beschriebenen Ergebnissen der Untersuchungen tiber Histamin- 
carbamat und iiber die Beeinflussung der Histaminwirkung am Darm 
durch Wasserstoffionen und CO, nicht vereinbar. Garan benutzte fiir 


HO HO’ H’ CH H’ 


Abb. 12. Meerschweinchendiinndarm. CO ,-freie Salzlésung Pu 7,5 
H 0,1 y Histamin gelést in 0,1 cem Wasser, 
HO 0,1 7 Histamin gelést in 1,0 cem Wasser, 
H' und HO’ Lésungen wie H und HO gesiittigt mit 1 At CO», 
C Darmbad mit 5°) CO, und 95°), O, durchspiilt. 


seine Versuche Salzlésungen, die nur mit Phosphat (0,005°,) gepuffert 
waren, pu 7,3. Wurde diese Lésung mit einem Gemisch von 80°, CO 


und 20°, O. durchperlt, so reagierte der Darm darin nicht mehr auf 


Histamin, wohl aber noch auf Acetylcholin. Die Histaminwirkung war 
auch aufgehoben, wenn die Histaminlésung mit CO, durchperlt und 
lcém von der Lésung dem Darmbad zugesetzt wurde. Beide Beob 
achtungen lieBen sich bei Wiederholung der Versuche unter Verwendung 


carbonatfreier Salzlésungen bestatigen. Auf sehr einfache Weise konnte 


aber gezeigt werden, daB beim Durchperlen von Histamin-Dihydro- 
chloridlésung mit CO, nicht eine inaktive Histamin-CO.-Verbindung 
entsteht, sondern daB die Histaminwirkung durch Erhéhung der Wasser 
stoffionenkonzentration im Darmbad gehemmt wird. Wenn = zw 
Histaminlésungen mit reinem CO, durchperlt wurden, von denen «i 
eine (A) 0,1» Histamin in 0,1 cem, die andere (B) 0,1 Histamin i 
1,0 cem enthielt, so war bei Anwendung von jeweils 0,1 y Histamin di 
Lésung B unwirksam, wahrend die Lésung A wie die CO,-freie Kontro!| 


wirkte (Abb. 12). Durch Zugabe von 1 cem CO,-gesattigter Lésung 2 


20 cem der Badfliissigkeit wurde eine CO.-Konzentration von 5 
Sattigung in der Badfliissigkeit erreicht, die die schwach gepuff 


rte 
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Salzlésung stark sauer machte. In Garans Versuchen wurde jeweils 
j}ecem der Histaminlésung verwandt. Eine Lésung von Histamin- 
dihydrochlorid ist deutlich sauer und kann schon darum kein Carbamat 
bilden. Die von Garan beobachteten CO,-Wirkungen sind ausschlieBlich 


Wirkungen der Wasserstoffionen. 


Die © 0,-Wirkung auf Fermente. 
Die eingangs erwaihnten Uberlegungen iiber die Reaktion von CO, 
mit Proteinen und Fermenten und die Anderung ihrer chemischen und 


physikalischen Eigenschaften wurden an verschiedenen Fermenten 


nachgepriift. Da die Reaktion des CO, mit Proteinen vornehnilich die 
\minogruppen betrifft, wurden fiir die Untersuchungen Fermente ge- 
wahlt, fiir deren Aktivitat die Ladung und Entladung von Aminogruppen 
offenbar wichtig ist. Das sind solche, die ihre optimale Aktivitat in al- 
kalischer Lésung entfalten. Untersucht wurden die Histaminase, 
d-Aminosaureoxydase, Katalase und Nierenphosphatase. 


3. Histaminase. 

Bei der Beschreibung des Einflusses von CO, auf die Histamin- 
wirkung wurde als eine Méglichkeit der Erklarung der CO.-Wirkung die 
Hemmung der Histaminzerstérung erwahnt. Die Versuche iiber die 
Oxydation von Histamin seien darum zuerst behandelt. 

Die Histaminase wurde aus Schweinenierenrinde gewonnen, Die 
Nierenrinde wurde im Latapie-Apparat zerkleinert und zweimal mit der 
gleichen Menge 0,005 mol. Phosphat vom px 7,8 extrahiert. Der Ge- 
websbrei wurde jedesmal durch ausgiebiges Zentrifugieren abgetrennt. 
Die Lésung blieb auch nach langem Zentrifugieren noch triibe. Durch 
Zugabe von Ammoniumsulfat bis zum Sattigungsgrad 0,3 und scharfes 
Zentrifugieren konnten die Triibungen fast véllig beseitigt werden. An- 
schlieBend wurde weiter mit Ammoniumsulfat fraktioniert gefallt. 
Die héchste Aktivitét besaBen die Fraktionen vom Sattigungsgrad 0,4 
bis 0,6. Nach dem Fallen wurde griindlich dialysiert, um Ammoniak 
und organische Substanzen, die durch andere anwesende Fermente 
oxydiert werden kénnten, zu entfernen. Die Fraktionen mit hohem 
Fermentgehalt wurden dann noch ein- oder zweimal fraktioniert gefallt. 

Die Fermentwirkung wurde hauptsachlich durch manometrische 
Messung des Sauerstoffverbrauchs nach Zugabe von Histamin bei 38° 
bestimmt. In den Hauptraum kegelférmiger Warburg-Gefaibe wurde die 
Fermentlésung und Pufferlésung gegeben und in die Birne Histamin- 
lésung. Nach einer Kontrollperiode zur Messung des Sauerstoffver- 
brauchs der Fermentlésung wurde das Histamin eingekippt. Die Sauer- 
stoffaufnahme gut dialysierter Fermentlésungen ohne Histamin war 
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meist Null oder sehr gering. AuBer der Messung des Sauerstoffverbrauc})s 
wurde in mehreren Versuchsreihen die Ammoniakbildung gemessey, 
Die Ammoniakbestimmung erfolgte nach Destillation nach Parnas (30) 
kolorimetrisch mit Nesslers Reagens. SchlieBlich wurde auch die Ab. 
nahme der Histaminkonzentration im Reaktionsgemisch durch bio. 
logische Histaminbestimmung am Meerschweinchendiinndarm verfolgt 

Die Reaktion der Histaminzerst6rung und die Eigenschaften der 
Histaminase sind vornehmlich von Best und Me Henry (31) und von 
Zeller (32) untersucht worden 


8 Ferment A, 272x710 0,=68mm Der Abbau des Histamins er- 
% Ferment 8 136x107M 0 





folgt durch Oxydation unte1 
Bildung von Ammoniak. Im 
Laufe der eigenen Untersuchun- 
gen ergaben sich einige Befunde 
von allgemeinerem Interesse, 
die zunachst erwahnt werden 
sollen. 

Unter den Fermentlésun- 
gen, die nach der oben be- 
schriebenen Methode gewonnen 
wurden, konnten zwei Gruppen 
unterschieden werden, die beide 
Histamin abbauten, aber offen- 
bar in verschiedenem Grade 


0 a 40 60 8 «2 iMnwo Die Fermentpraparate, die nach 
Abb. 13. Oxydation von Histamin durch Histaminase. der ersten fraktionierten Fal- 


Temp. 38°. r: . 7 . 
Phosphat pq 7,5. 0,5mg Histamin = 2,72-10-6 Mol. lung des Nierenextraktes mit 











Ammoniumsulfat gewonnen 
wurden, nahmen nach Zugabe von Histamin 1 Mol Sauerstoff pro 1] Mol Hi- 
stamin auf. Diese Priaparate sollen im folgenden als Ferment A_ be- 
zeichnet werden. Nach mehrmaligem Umfallen von Ferment A wurden 
Praparate erhalten, die nach Zugabe von Histamin nur !/, Mol Sauerstoff 
pro | Mol Histamin aufnahmen, Ferment B. In Abb. 13 sind Histamin- 
oxydationen mit Ferment A und B wiedergegeben. In der Vorperiode 
von 30 Minuten hatte Ferment A einen ganz geringen Sauerstoff- 
verbrauch, Ferment B gar keinen. Nach Zugabe von 0,5 mg Histamin, 
2.72 -10-6 Mol, nahm Ferment A 65 bis 70 cmm Sauerstoff auf, Fer 
ment B etwa 35cmm Sauerstoff. 2,72 -10-6 Mol O, sind 68 emm 
1,36 - 10-6 Mol O, sind 34 emm O,. Der gefundene Sauerstoffverbrauch 
entspricht also recht genau 1 Mol bzw. !/, Mol O, pro 1 Mol Histamin 
Nach Ablauf der schnellen Sauerstoffaufnahme durch Ferment A 
dauerte oft die Sauerstoffaufnahme noch weiter an mit einer Geschwin- 
digkeit, die héher als in der Kontrollperiode war. 
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Die Produkte der Oxydation des Histamins durch Ferment A und B 
waren bei der Priifung am Meerschweinchendarm beide biologisch 
inaktiv. Zur bivlogischen Inaktivierung geniigt also die Aufnahme von 
einem Atom Sauerstoff durch das Histaminmolekiil. 

Ferment B bildete bei der Oxydation von 0,5 mg Histamin 0,04 bis 
0,05 mg Ammoniak. Das entspricht | Mol Ammoniak pro 1 Mol Histamin. 
Ferment A bildete etwas mehr Ammoniak, 0,045 bis 0,075 mg_ bei 
Oxydation von 0,5 mg Histamin. Jedoch sind diese Daten nicht so 
genau wie die ersteren, da fiir eine gréBere eigene Ammoniakbildung 
korrigiert werden muBte. Offenbar spaltete auch Ferment A nur 1 Mol 
Ammoniak ab. 

Der zusatzliche Sauerstoffverbrauch von Ferment A ist noch nicht 
aufgeklart. Wahrscheinlich enthalt Ferment B die Histaminase und 
Ferment A au®er der Histaminase ein Ferment, das das Histamin selbst 
oder das erste Oxydationsprodukt zu oxydieren vermag. 

Der EinfluB des CO, auf die Histaminase wurde bei verschiedenen py- 
Werten und CO,-Drucken in der Weise untersucht, daB die Fermentwir- 
kung in Lésungen von CO, und Bicarbonat mit der in C O,-freien gepuffer- 
ten Lésungen von gleichem px verglichen wurde. Fiir die Vergleichs- 
léisungen wurden Phosphat, Pyrophosphat und Veronal als Puffer 
benutzt. Bei der manometrischen Messung des Sauerstoffverbrauchs 
wurden die GefaBe fiir die CO,-haltigen Lésungen mit einem Gemisch 
von CO, und Oy, gefiillt, die anderen GefiBe mit O,. 

Die Messung der Geschwindigkeit der Histaminoxydation ist nicht 
so sicher méglich wie die vieler anderer Fermentreaktionen. Sehr oft 
verlief die Reaktion unter standiger Beschleunigung bis zum Ende, so 
z. B. auch in den Versuchen der Abb. 13. Nach Zugabe des Substrats 
dauerte es oft 3 bis 8 Minuten, ehe die Reaktion iiberhaupt merklich 
in Gang kam, namentlich, wenn die Fermentkonzentration gering war. 
Die Fermentwirkung war also schlecht durch die Anfangsgeschwindigkeit 
oder eine einfache Reaktionskonstante zahlenmaBig zu kennzeichnen. 

Die Abhangigkeit der Aktivitat der Histaminase vom py ist bereits 
von Best und Mc Henry (31) untersucht worden. Die Aktivitaét nimmt 
vom pu 5 bis pu 7 stark zu, ist zwischen py 7 und px 8 praktisch gleich 
und nimmt dann wieder ab. Die eigenen Messungen bestatigen dies Er- 
gebnis mit der kleinen Abweichung, daB die Aktivitat erst bei pu > 8.5 
wieder merklich abnimmt. Fiir die CO.-Wirkung auf die Histaminase 
ist ein Beispiel in Abb. 14 gegeben. Die Versuche wurden in 
Lésungen vom pu 7,5 und 8,0 durchgefiihrt. Die CO,-freien Lésungen 
wurden mit Veronal gepuffert, die CO,-haltigen standen unter einem 
Druck von 70 mm CO,. Die CO,-freien Lésungen enthielten Natrium- 
chlorid aquimolar der Bicarbonatkonzentration der Parallelversuche. 
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Die dabei in Frage kommenden Konzentrationen  beeintrachtiy 
jedoch die Fermentwirkung nicht. 

Wahrend die Oxydation des Histamins in den Kontrollversuchen 
bei pu 7,5 und 8,0 gleich schnell verlief, war die Geschwindigkeit cer 
Oxydation in CO,-Bicarbonat bei px 7,5 etwas und bei px 8 schon 
deutlich gehemmt. In Lésungen vom pu < 7,1 war keine CO,-Hemmung 

nachweisbar, ebenso nicht 
is a ee bei CO.-Drucken unter 
oor eannene, Putt | Lgl a 30mm Hg. 


. CO, Corbonot DPu=G0 
ie ree eer Fiir den Angriff der 
+ Verono/ Du=~G0 





hemmenden CO,-Wir 
kung kommt sowohl das 
Substrat wie das Ferment 
in Frage. Die Hemmung 
trat immer unter Be 
dingungen ein, die die 
Carbamatbildung begiin 
stigen. Es wurde dann 


yj | auch immer Histamin- 


Yi carbamat gebildet, das 
Y vielleicht schlechter oxy 
—— dierbar ist als Histamin 
- ” . ” fo ae 0 1®0 Nersuche mit vers:hie- 
Abb. 14. Hemmung der Histaminase durch C Og. 
0,5mg Histamin. CO.-Druck 70mm Hg. 











denen  Substratkonzen- 
trationen haben noch 
keine sichere Entscheidung erméglicht in der Frage, ob die Annalime 
der Unangreifbarkeit des Histamincarbamats durch die Histaminas« 
zur Erklarung der Hemmung geniigt oder ob eine unmittelbare Wirkung 
des CO, auf das Ferment angenommen werden muB. 


4. d-Aminosiureoxydase. 


Im Gegensatz zur Oxydation des Histamins durch die Histaminase 
verlauft die Oxydation von d-Alanin durch die d-Aminosaureoxydast 
mit groBer RegelmaBigkeit. Bei geniigendem Substratiiberschub ver 
iauft die Oxydation als Reaktion nullter Ordnung. Die Reproduzierbat 
keit der einzelnen Messungen ist auBerordentlich gut. Die quantitativen 
Verhiltnisse der CO.-Wirkung werden darum hier etwas ausfiihrlicher 
dargelegt. 

Die d-Aminosdureoxydase wurde aus der Rinde von Hundeniere! 
gewonnen. Nach dem Vorgang von Krebs (33) und Negelein und 
Brémel (34) wurde aus der Nierensubstanz zunachst ein Acetontrocken 


pulver hergestellt. Die Nierenrinde wurde unmittelbar nach dem ‘Toten 
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iere im Latapie-Apparat zerkleinert, in das 5- bis l0fache Volumen 
kalten Acetons geschiittet, 6 bis 8 Stunden unter wiederholtem Um- 
schiitteln stehengelassen, das Aceton auf der Nutsche abgesaugt, noch- 
mals 1 Stunde mit Aceton extrahiert, abgesaugt und schlieBlich im 
Vakuum getrocknet. Zur Herstellung der Fermentlésung wurde | Teil 
des Pulvers mit 100 Teilen 0,005 mol. Pyrophosphat, py 8, 30 Minuten 
unter Riihren extrahiert und der unlésliche Riickstand durch scharfes 
Zentrifugieren abgetrennt. ! ccm solcher Lésungen enthielt im Durch- 


schnitt 2 mg Eiweif. Verdiinnt auf 5cem nahmen 2 mg nach Zugabe 
von Alanin in 10 Minuten 40 cmm QO. auf. Die Aktivitat dieser Pra- 
parate aus Hundenieren war gr6Ber als die von Praparaten aus Hammel- 


nieren [s. auch Negelein und Brémel (34))}. 

Fiir die Untersuchungen wurde das Ferment nicht weiter gereinigt. 
Wie Negelein und Brémel (34) fanden, verlauft die Oxydation von 
\lanin durch hochgereinigte Fermentpraparate unter Aufnahme von 
| Mol O, pro Mol Alanin und Bildung von je 1 Mol CO, und NHag, 
also: Alanin + O, = Essigsiure — CO, + NH,. Von den ungereinigten 
Extrakten aus dem Acetontrockenpulver wurde aber nur 1!/, Mol O, 
pro Mol Alanin aufgenommen, wie Krebs (33) beschrieb und die eigenen 
Messungen bestatigen: Alanin —1! , QO, Brenztraubensaure + N Hg - 
CO, wurde nicht gebildet. Die Erklarung des Unterschiedes durch 
Negelein und Brémel ist wohl tiberzeugend, namlich, daB bei der Oxy- 
dation des Ferments durch den Sauerstoff Wasserstoffperoxyd entsteht, 
das im Falle der reinen Praparate die Brenztraubensaure oxydiert, im 
Falle der unreinen Praparate aber von der Katalase oxydiert wird. 

Die Fermentwirkung wurde hauptsachlich durch manometrische 
Messung des O.-Verbrauchs bestimmt. In den Hauptraum der kegel- 
formigen Warburg-GefiBe wurde Fermentlésung und Pufferlésung, 
insgesamt 5 ccm, gegeben und in die Birne 2 bis 10 mg Alanin. Fiir die 
Versuche ohne CQ, wurde 1 ccm einer m/10 Pufferlésung verwandt, der 
Gasraum mit O, gefiillt. In den Versuchen mit CO, wurde der Gasraum 
mit CO.-O5-Gemisch gefiillt und der Fliissigkeit die not wendige Konzen- 
tration an Bicarbonat gegeben. Pyrophosphat wurde den CO,-Ansatzen 
in einigen Versuchen ebenfalls noch zugegeben, doch hatte das keinen 
EinfluB auf den Verlauf der Oxydation. Andererseits wurden Kontroll- 
versuche gemacht durch Zufiigen von Natriumchlorid zu den Puffer- 
Fermentlésungen in Konzentrationen, die dem Bicarbonat entsprachen. 
Die dabei beobachteten Abweichungen blieben unter 15°,, der regularen 
Geschwindigkeiten. Da die Katalase auch von CO, gehemmt wird 
wenn auch nicht vollstandig), wurde in einigen Versuchen den CO,-An- 
satzen noch Katalase zugegeben, um die CO,-Bildung ganz sicher zu 
verhindern. Das Ergebnis war das gleiche wie ohne Katalasezusatz. 
In einigen Versuchen wurde die Ammoniakbildung gemessen. 
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Die CO,-Wirkuny wurde iiber einen weiten px-Bereich untersy hy 
vom pu 5 bis 8. Fir die Kontrollmessungen ohne CO, wurde die Lés:iny 
hauptsachlich durch Pyrophosphat gepuffert, daneben wurden avic} 
Phosphat und Veronal verwendet. Pyrophosphat besitzt fiir Messunyey 
der pu-Abhangigkeit von Fermenten den Vorzug, daB man ‘m Bereich 
von pu 5 bis 9 mit dem gleichen Puffer arbeiten kann infolge der giinst ive; 
Grobe der 3. und 4. Dissoziationskonstanten der Pyrophosphorsaure 
pK; 6,68, pK, 9.39. Ein Nachtei! kann freilich die hohe lone: 
stairke sein (drei- und vierwertige Ionen). 

Die Abhangigkeit der Aktivitat der d-Aminosdureoxydase vom ) 
war schon von Krebs (33) untersucht worden. Er fand ein Optimun 














30 
Pi 
Abb. 15. Hemmung der d-Aminosiureoxydase durch CO, 


Kurve 4: Oxydationsgeschwindigkeit von Alanin in Pyrophosphat. 
Kurve B:; Oxydationsgeschwindigkeit von Alanin in 70mm C O,-Bicarbonat 


zwischen pu 8 und 9, nahe bei 9, mit steilem Abfall nach beiden Seite: 
so daB bei px 7 und 10.3 die Aktivitaét nur noch 25°, der optimale: 
betrug. Die eigenen Messungen bestatigen das py-Optimum zwischen 
8 und 9, etwa px 8,5, und den steilen Abfall nach der alkalischen Seit« 
Dagegen nahm die Aktivitat nach der sauren Seite wesentlich allmahlicher 
ab, z. B. betrug die Aktivitaét bei px 6 noch 60°, der optimalen (sich 
Abb. 15, Kurve A). 

In CO,-haltigen Lésungen war die Aktivitaét der Aminosaur 
oxyvdase geringer als in Phosphat-, Pyrophosphat- oder Veronallésungen 
Die Hemmung durch CO, war um so starker, je geringer die Wasserst oft 
ionenkonzentration war (Abb. 15). Diese Zunahme der Hemmung mit 


dem px verschob das py-Optimum nach der sauren Seite. In eine 
Lésung mit 70 mm CO,-Druck wurde das py-Optimum von 8,5 nach 


verschoben (Abb. 15). 
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Neben der Wasserstoffionenkonzentration bestimmte der CQ,- 


Druck den Grad der Hemmung durch CO,, mit steigendem Druck wurde 


die Hemmung starker. In Abb. 16 ist die Hemmung in Abhangigkeit 
vom CO,-Druck und px fiir drei verschiedene CO,-Drucke: 30, 70 und 
140 mm Hg, wiedergegeben. Die Hemmung ist ausgedriickt in Prozenten 
Rpy R, ( 

R 


phosphatlésung ist und Rey, die entsprechende Geschwindigkeit in 


. . ; , ; , 
vemab *- 100, wo Rp, die Geschwindigkeit in Pyro- 


Py 


CO,-Bicarbonatlésung. 
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Hemmung der d-Aminosdureoxydase durch CO. in Abhingigkeit vom © O.-Druck 
und Dy. 


Uber einen Wert von etwa 60°, scheint die Hemmung nicht hinaus 
zugehen. Die Kurve B der Abb. 15 zeigt. da die Gegenwart von CO, 
die Aktivitat der d-Aminosaureoxydase auf einem konstanten Niveau 
halt und jeweils den mit steigendem py méglichen Zuwachs an Aktivitat 
ufhebt. Wenn wir annehmen, da die Anderung der Aktivitat des 
Ferments mit der Wasserstoffionenkonzentration durch die Anderung 
der Ladung des Ferments bedingt ist, so kommt fiir die Zunahme der 
Aktivitat vom pu > 5 an hauptsachlich die Entladung von Aminogruppen 
in Betracht. Werden diese entladenen Aminogruppen dann mit CO, 
besetzt, so k6énnte ihr fordernder EinfluB wieder hinfallig werden. Wenn 
beim px 6 schon meBbbare Mengen von Aminogruppen entladen werden 
sollen, so miissen Aminogruppen von verhaltnismaBig groBer Disso- 
ziationskonstante vorhanden sein, gréBer als die der isolerten Amino- 
siuren. Das ist fiir Proteine sehr wahrscheinlich wie die Titrations- 
kurven zeigen. Ferner ist schon bei einfachen Di- und Tripeptiden 
eine erhebliche VergréBerung der Dissoziationskonstanten der Amino- 
gruppe nachweisbar, z. B. Glyeyl-Glyevl-Glvcin pky y 7.9 (35), 
lsoghutathion pKyy, = 7,62 (36), Cysteinyleystein p Ky y 6.78 (36). 

An einer kleinen Menge des gereinigten Proteins der d-Aminosiure- 
oxydase, das mir Dr. Negelein freundlichst iiberlassen hatte, konnte 
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beim pu 7 schon eine CO,-Aufnahme liber die Léslichkeit hinaus ; 


gewiesen werden. 

Ebenso wie das Histamin bildet auch das Alanin ein Carba; 
Stadie und O Brien (7) fanden PK am 4.9. Beim Vergleich der Bezie 
hungen zwischen Substratkonzentration und Oxydationsgeschwindig 
keit mit der Konzentration an Carbamat konnte jedoch insbesonder 
bei héheren Substratkonzentrationen ausgeschlossen werden, da} di 
Hemmung ausschlieBlich auf Verminderung der Substratkonzentrat io: 
infolge Carbamatbildung beruht. Zudem ist nicht zu entscheiden, o! 


das Alanincarbamat nicht auch oxydiert werden kann. Keilin wn 


Hartree (37) fanden, daB eine einfache Methylierung am Stickstoff di 
Oxvdation des Alanins durch Aminosaureoxydase nicht stért. Dagey: 
wurde N-Dimethyl-Alanin von der Aminoséureoxydase nicht angegriffe1 


>. Katalase. 
Katalase wurde aus Rinderleber dargestellt nach dem Verfalire: 
von Sumner und Dounce (38). Die verwandten Praparate hatten eit 
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Abb. 17. Hemmung der Katalase durch (O,. Anfingliche Konzentration \ 
Wasserstoffperoxyd 2 Millimol Liter. 


stimmung der O,-Freisetzung gemessen. Die Versuchsanordnung ent 
sprach ganz der fiir die Histaminase und d-Aminosaureoxydase 


gewandten. Im Hauptraum der GefaBe befand sich Pufferl6sung mut 


Ferment, zusammen 5cem, in der Birne 0,1 ccm 0.1m = Wasserstoff 
peroxvd. Fiir die CO,-freien Lésungen wurde wieder Pyrophosp! 
Phosphat und Veronal verwandt, 1 ccm 0.1m Lésung fiir 5 cem Flis 
sigkeit. 


Die friiheren Untersuchungen iiber den EjinflufS der Wasserst 


ionen auf die Aktivitat der Katalase hatten keine ganz tibereinstimmenu 
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Ergebnisse. Sdérensen (39) beobachtete bei Kalbsleberkatalase einen 
starken Anstieg der Aktivitat von px 4 bis 6, einen allmahlichen weiteren 
Anstieg zam Maximum zwischen px 6,5 und 7 und in mehr alkalischer 
Lisung wieder eine starke Abnahme der Aktivitét. Michaelis und 
Pechstein (40) fanden einen ahnlichen Anstieg der Aktivitat in saurer 
Lésung bis zum pu 6, dann aber keine Anderung bis zum px 9 [weitere 
Literatur bei Morgulis (41)). 

In Abb. 17 sind die Ergebnisse von Messungen der Katalase- 
aktivitat in Pyrophosphat vom px 5 bis 9 enthalten. Sie bestatigen die 
Messungen von Sérensen. 

Die Aktivitat der Katalase in CQ,-haltigen Lésungen ist ebenfalls 
in Abb. 17 dargestellt. In saurer Lésung bis zum py 6 war kein EinfluB 
von CO, vorhanden, Bei weiterer Erniedrigung der Wasserstoffionen- 
konzentration trat bei Anwesenheit von CO, eine Hemmung auf. Das 
AusmaB der Hemmung war vom CQO,-Druck abhangig. In CO,-haltigen 
Lisungen wurde der Anstieg der Aktivitaét zwischen py 6 und 7 weit- 
vgehend vermindert. Statt dessen ergab sich ein ziemlich flacher Verlauf 
der pu-Aktivitaétskurve zwischen py 6 und 8. Wie aus Abb. 19 zu ent- 
nehmen ist, war die Hemmung am starksten beim pu 7, dem Optimum 
der Katalaseaktivitat, und wurde bei pu > 7 wieder geringer. 

Die Substratkonzentration war von EinfluB8 auf das Ausmaf der 
Hemmung durch COg,. Fiir quantitative Angaben reichen die Messungen 
noch nicht aus, da in CQ,-haltigen Lésungen die Wasserstoffperoxyd- 
oxydation durch Katalase unregelmaBiger verlief als in Pyrophosphat- 
l6sungen, wie auch aus Abb. 19 zu entnehmen ist. 

Messungen der CO,-Bindung zeigten, daB die Katalase bei px 7,0 
bis 7,2 schon Carbamat bildet. 

6. Nierenphosphatase. 

Neben den drei erwihnten Oxydationsfermenten wurde bisher erst 
ein hydrolysierendes Ferment in seinem Verhalten gegeniiber CO, 
untersucht, die Nierenphosphatase. 

Die Phosphatase wurde aus der Rinde von Rindernieren gewonnen 
nach einem Verfahren, das schon bei friiheren Untersuchungen an- 
gewandt worden war [Kiese und Hastings (42)|. Das Ferment wurde 
zunachst durch Autolyse in Lésung gebracht. Nach den Angaben von 
H. Albers (43) wurde zu einem Volumen Nierenbrei ein Volumen 50 °,iger 
Alkohol und je 1/,), Volumen Toluol und Athylacetat oder Athylbutyrat 
gegeben und das Gemisch bei Zimmertemperatur 4 bis 6 Tage ge- 
schiittelt. Nach dem Filtrieren wurde die Alkoholkonzentration auf 
65°, erhéht und der Niederschlag nach einigen Stunden abzentrifugiert. 
Die weitere Reinigung erfolgte durch fraktionierte Fallung mit Am- 
moniumsulfat. Die héchste Konzentration an Ferment wurde in den 
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Fraktionen gefunden, die zwischen 70 und 90°, Sattigung ausfic\e 
Nach zwei- bis dreimaligem fraktionierten Fallen konnten Praparate ¢ 
halten werden, die 200 bis 220 Phosphataseeinheiten (Albers?) pro my 
enthielten. Aus mehreren Kilogramm Nieren konnten einige hunder 
Milligramm solcher Praparate erhalten werden. Zur Entfernung de, 
angewandten Ammoniumsulfats war eine Dialyse erforderlich. Durc 
langes Dialysieren verliert Phosphatase an Aktivitaét, offenbar dure 
Abspaltung eines Co-Ferments, wie H. Albers und Mitarbeiter (44) wu 

D. Albers (45) inzwischen gezeigt haben. Der Aktivitatsverlust dui 

Dialyse konnte wesentlich vermindert werden, wenn méglichst konze 
trierte Lésungen nicht gegen Wasser, sondern gegen gesittigte \ 

gnesiumphosphatlésung dialysiert wurden. Magnesiumphosphat wurd 
den Lésungen auch schon vor der ersten Fallung im UberschuB zugefiiy: 

Die konzentrierten wasserigen Lésungen der Praparate waren gai 
leicht gelb, beinahe farblos. Bei der Trocknung blieb ein weiBes Pulver 
zuriick, das sich ohne Riickstand in Wasser léste. In wasseriger Lésuny 
waren die aktivsten Praparate nicht sehr bestandig. 

Die Ausbeute der fraktionierten Fallung mit Ammoniumsulfat wa: 
in Qualitaét und Quantitat besser als die der Alkoholfallung. Nac! 
Alkoholfallung wurde viel Ferment im unléslichen Riickstand verlore; 
Vorteilhafter als die Alkoholfallung erwies sich die Acetonfallung 

Als Ma fiir die Aktivitat der Phosphatase wurde die Anfanes 
geschwindigkeit der Spaltung von f-Glycerophosphat gewahlt. 7 
20 cem einer Lésung von Puffer 25 Millimol /Liter, Glycerophosphat 
15 Millimol Liter und Magnesiumsulfat 1 Millimol/Liter wurden 0,2 cen 
Fermentlésung gegeben. Temperatur 38°. Nach 10 Minuten wurde di 
Xeaktion durch Ansauern und Abkiihlen unterbrochen und das frei 
gesetzte Phosphat gravimetrisch [v.Lorenz (46)] oder kolorimetrisc/ 
[Fiske und Subbarow (47)| bestimmt. 

Bei den Versuchen mit CO,-haltigen Lésungen wurde die Loésuny 
bis zur Zugabe von Ferment mit CO,-O,-Gemischen durchper!t 
Wahrend der Fermentwirkung wurde der Gasraum iiber der Léstuny 
auf dem gleichen CO,-Druck gehalten. 

In allen Fallen wurde das pu der Lésungen (Puffer + Glycer 
phosphat + Magnesiumsulfat) genauestens mit der Wasserstoff- ode 
Glaselektrode gemessen, da die Phosphataseaktivitat im Bereich 
pu 7 bis 10 auBerordentlich stark vom px abhangt. 

Zur Ermittlung der Beziehung der Phosphataseaktivitat zu! 
Wasserstoffionenkonzentration wurden verschiedene Puffer benutz! 
Acetat, Veronal, Glykokoll, Carbonat. Das Ergebnis ist in Abb. Is 


' | Phosphataseeinheit nach Albers (43) ist die Menge Ferment, 
bei 35°, px 9 und 0,001 bis 0,006 Mol pro Liter Magnesium in 1 Stunc 
0,1 mg Phosphor (als Phosphat) abspaltet. 
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Die Aktivitat steigt vom pu 7 bis zum Optimum bei 


iedergege ben. 

9,2 um das 20fache und fallt mit weiter steigendem pu noch schneller 
ieder ab. Das Ergebnis stimmt mit den Messungen von H. Albers (48) 
iiberein. Abb. 18 zeigt auch, daB in den benutzten Fermentpraparaten 
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Abb. 18. 
Phosphatasen mit einem px-Optimum im Sauren (4,5 bis 6) nicht in 
meBbarer Konzentration vorhanden waren. 

Von den benutzten Puffern : 
hatte offenbar keiner einen merk- — 4 mal « 4 . 
baren spezifischen EinfluB auf die = |. 3) * | 
Phosphatase. In den px-Be- + ™ 
reichen, in denen zwei verschie- < , | 
dene Puffer verwendet werden & Ss 
konnten, war die Aktivitit des 8% ; 
Ferments in beiden Fallen gleich. ms 

Die Aktivitat der Phospha- =. a oS oo 
tase wurde durch CO, gesteigert. a 

Abb. 19 Steigerung der Aktivitat der 


Bei CO,-Spannungen von 35 mm 

Hg war die Wirkung noch gering, 

erreichte aber bei Drucken von 81 und 142 mm ein beachtliches MaB. 

Unter pu 7 war eine CO,-Wirkung nicht festzustellen. Von pu 7 an 

nahm sie mit steigendem py zu (Abb. 19). DaB die Wirkung nicht dem 

Carbonat zukommt, konnte durch Messungen nachgewiesen werden, 
4* 


Nierenphosphatase durch C Os. 














52 M. Kiese: 


die in Abb. 18 wiedergegeben sind. Zwischen py 10 und 11 wurde «i 
Phosphataseaktivitat in Glykokoll und Carbonat gemessen. Ein Unter 
schied war nicht festzustellen. Der CO,-Druck ist in solchen Lésungen 
auBerordentlich niedrig. 

7. Diskussion. 


Sowohl auf den komplexen Vorgang der Erregung des Muskels wie 
die einfacheren Vorgange von Fermentreaktionen hat das CO, Wir 
kungen, die ihm eigentiimlich sind. An der Darmmuskulatur sind diese 
Wirkungen bei niedrigen CO,-Drucken gering und nicht gleichgerichtet 
sie beschrinken sich auf bestimmte Substanzen. Der EinfluB der 
Wasserstoffionenkonzentration ist demgegeniiber starker. 

Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Erregbarkeit 
der Darmmuskulatur verdient zundchst einige Beachtung. Die bishe1 
vorliegenden Mitteilungen iiber den EinfluB von Wasserstoffionen aut 
die Wirkung verschiedener Pharmaca sind nicht sehr zahlreich und be 
schranken sich meist auf Einzelangaben. Andrus (48) beobachtete 
zuerst, das die Acetylcholinwirkung am Herzen bei py 8 schwacher ist 
als bei pu 7. Diese Beobachtung ist bestatigt worden [Clark (49 
Davis (50), Beznak (51)|. Auch am Blutegel wirkt Acetylcholin in saure: 
Lésung starker als in alkalischer [Werle und Ubelmann (52)|. Die 
Histaminwirkung auf den Blutdruck des Kaninchens [Kichler und 
Killian (53)|, wie auch die Histamin- und Pilocarpinwirkung auf die 
Bronchialmuskulatur im ganzen Tier [Kichler und Miigge (54), Tie fen 
see (55)] werden durch Acidose abgeschwacht. 

Auf den isolierten Meerschweinchenuterus wirkt Histamin bei 
pu 8,4 starker als bei pu 7,2 [Phelps (56)|, auf den isolierten Meer 
schweinchendarm bei pu 5,7 nur etwa halb so stark wie bei py 7.3 
[Garan (3)|. Alle diese Untersuchungen zeigen, daB kein allgemeiner Zu 
sammenhang zwischen Ladung der wirkenden Substanz und Wirkungs 
stiirke besteht. Die ,,sensibilisierende Wirkung des Alkalis‘* [Hemming 
way (57)| ist sicher keine allgemeine Wirkung. Und auch das Prinzip 
der ,,Austauschbindung* [Zipf (58)] gilt offenbar nur in einem engeren 
Rahmen. 

Es wurde oben schon erwahnt, daB die Messung der Erregbarkeit 
des Darms iiber einen gréferen py-Bereich auf einen komplexen Me 
chanismus der Wasserstoffionenwirkung hinweist. Der Ladungszustand 
der wirkenden Substanz mag auch von Einflu8 sein, sicher sind aber auch 
Anderungen der Erregbarkeit des Organs in besonderem Mabe mit 
bestimmend. Hier ergeben sich also nicht so verhaltnismaBig einfache 
Beziehungen wie bei den Lokalanastheticis. Nachdem Gros (59) ge 
funden hatte, daB die Lokalanasthetica in alkalischer Lésung starker 
wirken als in saurer und daraus auf eine starkere Wirkung der un 
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veladenen Molekiile geschlossen hatte, ergaben genaue Messungen von 
Trevan und Boock (60) und Gerlough (61) und Berechnung der Konzen- 
tration an ungeladenen Molekiilen aus dem py und dem pK der An- 
isthetica eine sehr enge Beziehung zwischen Wirkungsstarke und 
Konzentration an ungeladenen Molekiilen. Der Einflu8 der Wasser- 
stoffionen lieB sich hier also befriedigend erklaren durch die Annahme, 
da’ ausschlieBlich die ungeladenen Molekiile der Lokalanasthetica 
wirken und daB die durch Anderung der Wasserstoffionenkonzentration 
bedingten Ladungsainderungen im Gewebe fiir die lokalanasthetische 
Wirkung gleichgiiltig sind. 

In der Abhangigkeit der ‘Wirkung verschiedener Alkaloide auf 
Paramacien [Crane (62)], Staphylococcen und Kaulquappen [Labes (63)| 
scheint ebenfalls ein einfacherer Zusammenhang zwischen px und Wirk- 
samkeit zu bestehen. 

In den eigenen Versuchen war ein Einflu8 geringer C O.-Drucke auf 
die Erregbarkeit des Darms durch Acetylcholin zwar gelegentlich nach- 
weisbar, aber starker beim Histamin. Uber den Mechanismus ist 
nichts Sicheres zu sagen. Drei verschiedene Faktoren sind aufzuzeigen: 
Die Bildung von Histamincarbamat, die Hemmung der Histamin- 
oxydation, die Anderung der Reaktionsfahigkeit des Gewebes. 

Durch héhere CQ,-Drucke wurde die geringe fordernde Wirkung 
auf die Histaminwirkung nicht etwa verstarkt, sondern aufgehoben. 
Die Erregbarkeit fiir verschiedene Substanzen wurde gleichmabig herab- 
gesetzt. Beachtenswert ist, daB eine erste Erregung unter dem hohen 
CO,-Druck bei px 7,5 immer noch gut méglich war und danach Unerreg- 
barkeit eintrat. Offenbar wurde durch den hohen CO,-Druck die 
Wiederherstellung des Zustandes, der eine normale Erregung ermdéglicht, 
gehemmt. Diese Hemmung war wesentlich starker bei héherem py als 
bei niederem. Demnach ist unwahrscheinlich, da intracellulaire 
Sauerung trotz geringer extracellulirer Wasserstoffionenkonzentration 
das Wesentliche der Wirkung ist. Das mag der Fall sein, wenn CO, 
Drucke von einer Atmosphare angewandt werden, wie von Jacobs (64) 
bei Kaulquappen und Protozoen. 

Die Tatsache, daB CO,-Drucke von 35 mm Hg die Erregung fordern 
kénnen und héhere hemmen, ist wohl zu verstehen aus der Vielzahl! der 
Faktoren, die bei der Erregung beteiligt sind und qualitativ wie quanti- 
tativ nicht gleichmabig beeinfluBt werden. 

Die CO,-Wirkung auf die untersuchten Fermente ist qualitativ 
und quantitativ verschieden. Histaminase, d-Aminoséureoxydase und 
Katalase werden gehemmt, Phosphatase geférdert. Die Hemmung der 
Histaminase ist gering, die der Aminoséureoxydase und Katalase 
ziemlich stark. In jedem Falle fehlte eine nachweisbare CO,-Wirkung 
bei py < 6,5. Mit steigendem pu nahm sie zunachst immer zu. Bi- 
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carbonat, dessen Konzentration bei gleichem CO.-Druck mit dem 
wachst, kann als die wirksame Form des CO, ausgeschlossen werde: 
Es bestand keine engere Beziehung zwischen Bicarbonatkonzentrat icy 
und Hemmung. Die Wirkung des CO, auf die Fermente verhielt sic} 
wie die Carbamatbildung hinsichtlich der Abhangigkeit vom CO ,-Druck 
und py. Es ist sehr wahrscheinlich, daf der Einflu®B des CO, auf dir 
Fermente wirklich in einer Carbamatbildung bestand. Der sicher 
Nachweis dieser Annahme ist jedoch nur aus Messungen von Carbamat 
bildung und Hemmung der reinen Fermente zu erbringen. Dabei ist 
freilich zu bedenken, daB nicht alle Aminogruppen eines Molekiils fii 
die Aktivitaét des Ferments von gleicher Wichtigkeit sind, nicht alle diy 
gleiche Dissoziationskonstante und gleiche Carbamatkonstante haben 
Die ungleiche Wirkung auf verschiedene Fermente ist gerade durch dies: 
Tatsache leicht verstandlich. 

Von Interesse ist schlieBlich noch die Frage, welche physiologisch 
Bedeutung der CO,-Wirkung zukommt. Neben der Eigenschaft des 
Ferments waren CQ,-Druck und px die bestimmenden Faktoren fii 
das Ma der CO,-Wirkung. Sicher spielen die Wirkungen physiologisch 
eine Rolle, da an isolierten Fermenten CO,.-Drucke und Wasserstoff 
ionenkonzentrationen, die physiologisch vorkommen, bereits wirksam 
sind. Da die Verteilung der Wasserstoffionen in der Zelle im wesentlichen 
noch unbekannt ist, ist auch iiber die GréBe des Einflusses, den das CO, 
auf intracellulare Vorgange haben kann, nichts Sicheres zu sagen. Aber 
es ist offenbar, da} nicht nur der Sauerstoff die Fermentaktivitat in de: 
Zelle beeinfluBt, sondern auch das Kohlendioxyd. 


Zusammenfassung. 


Die Dissoziationskonstanten des Histamins wurden gefunden zu 
pk, 5,68, pK» 948. 

Die Carbamatkonstante des Histamins, gemessen fiir das carbonat 
freie Gleichgewicht, ergab sich zu pKy4,, = 5,22. 

Die Erregbarkeit der Darmmuskulatur fiir Acetylcholin, Histami 
und Pilocarpin wird durch die Wasserstoffionenkonzentration in ver 
schiedener Weise beeinflu8t. Von py 5,5 bis 8,5 steigt die Histamin 
wirkung um etwa das 1l0fache an. Die Acetylcholinwirkung nimmt i 
gleicher Richtung zu, aber nur auf das Doppelte. Die Pilocarpinwirkung 
nimmt in alkalischer Lésung ab und betriagt bei px 8,5 nur ein Vierte! 
des Wertes bei pu 5,5. Die Anderung der Erregbarkeit verlauft in dem 
untersuchten Bereich fiir alle drei Substanzen geradlinig. 

Die Wirkungsstairke von Histamin, Pilocarpin und Acetylcholi 
auf den isolierten Diinndarm ist nicht ausschlieBlich vom Ladungs 
zustand der drei Substanzen abhangig, sondern noch mehr von pu-i'! 


hingigen Faktoren im Gewebe. 
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Wirkungen des Kohlendioxyds. DO 


In Lésungen mit einem CO,-Druck von 35mm Hg ist bei py 7,5 
his 8 die Histaminwirkung am Darm starker als in CO,-freier Lésung. 
Die Acetylcholin- und Pilocarpinwirkung werden weniger oder gar nicht 


‘yeriindert. In saurer Lésung ist diese CO.,-Wirkung nicht nachweisbar. 


\ls Ursache der CO,-Wirkung kommt Bildung von Histamincarbamat, 
Hemmung der Histaminoxydation oder Anderung der Empfindlichkeit 
des Muskels in Frage. 

In Lésungen mit héheren CO,-Drucken, 70 mm Hg, ist bei alkali- 
scher Reaktion, px 7,5, die Erregbarkeit des Muskels nach einer ersten 
Kontraktion sehr stark vermindert oder ganz aufgehoben. Bei saurer 
Reaktion und dem gleichen CO,-Druck nimmt die Erregbarkeit nur 
langsam ab, 

Die Angaben von Garan iiber die Aufhebung der Histaminwirkung 
durch Bildung von Histamincarbamat erwiesen sich als irrtiimlich. Es 
handelte sich bei seinen Versuchen um Wirkungen der Wasserstoffionen. 

CO, hat einen schwach hemmenden EinfluB auf die Oxydation 
von Histamin durch Histaminase. Die Hemmung nimmt mit dem pu zu. 

d-Aminosaureoxydase und Katalase werden durch CO,-Drucke 
von 70 bis 140mm Hg bis zur halben Aktivitat gehemmt. 

Nierenphosphatase wird durch CO, geférdert. 

Die beschriebenen C O,-Wirkungen sind in saurer Lésung nicht nach- 
weisbar und nehmen in der Nahe des Neutralpunktes beginnend mit dem 
pu zu. Sie sind vom CO,-Druck abhangig. Es ist wahrscheinlich, daB 
CO, diese Wirkungen durch Carbamatbildung entfaltet. Bicarbonat ist 
als wirksame Form mit groBer Wahrscheinlichkeit auszuschliefen. 
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Untersuchungen iiber die Isolierung von Desmolasen 
aus Mikroorganismen. 
I. Mitteilung: 


Zur Isolierung von Bakteriendehydrasen nach dem Frier- 
und Autolyseverfahren. 
Von 
Wilhelm Franke und Basudey Banerjee. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayrischen Akademie der Wissen- 
schaften zu Miinchen.) 
(Eingegangen am 14. Mdrz 1940.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


I. Ubersicht. 


Im Gegensatz zu der umfangreichen und teilweise weit zuriick- 
reichenden Literatur, die tiber Gairungs- und Dehydrierungsleistungen 
von PreBsaften und Extrakten aus Hefe vorliegt, und den wenigen, 
aber systematischen Untersuchungen tiber lésliche Gdarungs- sowie 
gewisse Oxydationsenzyme aus anderen (meist Schimmel-) Pilzen 
sind die Literaturangaben tiber isolierbare Desmolasen von Bakterien 
ziemlich sporadisch und unsystematisch, teilweise auch widerspruchsvoll. 

Die ersten mehr als 30 Jahre zuriickliegenden Versuche zur Ab- 
trennung von Bakteriendesmolasen stammen von EF. Buchner und Mit- 
arbeitern, die zu diesem Zweck die bei der Hefe bewahrte Methode! 
Verreiben der Zellen mit Quarzsand und Kieselgur und anschlieBendes 
Auspressen der Masse unter 300 Atm. Druck — in Anwendung brachten. 


Uberraschenderweise gelang es nach diesem Verfahren weder aus 
Milchsdurebakterien das glykolytische Ferment? noch aus Essigbakterien das 
alkoholsiuernde Prinzip*® in zellfreie Lésung iiberzufiihren. Ebensowenig 
konnte das Essigferment iibrigens in spateren Versuchen von Wieland und 
Bertho 4 durch Autolyse oder Einfrieren in fliissiger Luft und Wieder- 
auftauen — in léslicher Form erhalten werden. 

Erst im Jahre 1928 gliickte W. Stephenson ® die erstmalige ein- 
wandfreie Abtrennung eines bakteriellen Oxydationsferments, der 
Lacticodehydrase, von der Zellstruktur, und zwar auf dem Wege der 
A utol yse . 


' Vel. z.B. E. Buchner, H. Buchner u. Hahn, Die Zymasegairung 


(Miinchen u. Berlin, 1903). 2 E. Buchner u. Meisenheimer, Liebigs Ann. 
$49, 125, 1906. — ? EF. Buchner u. Gaunt, ebenda 349, 140, 1906. 41H. Wie- 
land u. Bertho, ebenda 467, 95, 1928. 5 M. Stephenson, Biochem. J. 


22, 605, 1928. 











os W. Franke u. B. Banerjee: 


Hierzu wurden Suspensionen von gewaschenen Coli-Bakterien v4 
Zusatz von 1°, NaF 5 bis 6 Tage lang bei py 7,6 im Brutschrank von 37 
gehalten. Zentrifugieren und Filtration durch Kieselgur hefert die s¢hwa 
opaleszierende bis wasserklare Fermentlésung, die von bekannteren Su 
straten nur Milchsdure und sehr langsam 2-Oxybuttersdure in Gey 
wart von Methylenblau und anderen Farbstoffakzeptoren dehydri: 
Durch Sattigung mit Ammonsulfat laBt sich die Dehydrase ohne grosjer 
Aktivitatsverlust abscheiden. 

In ahnlicher Weise haben etwas spiter Barron und Hastings! a 
einem Trockenpriparat von Gonokokken durch verkiirzte Autolyse ohn 
Fluoridzusatz eine gleichfalls nur anaerob wirksame Lacticodehydras 
dargestellt. 

Etwas unklar liegen die Verhaltnisse noch fiir die Formicodehydras: 
von B. coli, die Stickland? 1929 auf Grund ihrer erheblichen Bestandiv 
keit gegen langdauernde Einwirkung von Verdauungsenzymen + Fluorid 
von den tibrigen Bakteriendehydrasen abtrennen und in zellfreie, doc! 
stark zelltriimmerhaltige ,,L6sung’ iiberfiihren konnte. 

Die Versuchsbedingungen sind ahnlich den von Stephenson () 
angewandten, doch wird den Ansatzen auBerdem noch Trypsin zugesetzt 
Nach etwa 2 Wochen langer Verdauung verschwinden Lactico- und Succin 
dehydrase, waihrend die Aktivitat der Formicodehydrase das Vier- | 
Fiinffache des Ausgangswertes erreicht hat. Dann wird zentrifugiert ode) 
dureh ein Glasfilter (G 4) filtriert. Das getriibte Filtrat enthalt he 
Priifung im Methylenblautest, da O, nicht als Akzeptor verwertet wird 
rund die Halfte der Autolysataktivitat, die es indes bei scharfem Zent! 
fugieren, bei Filtration durch Seitz-Filter, Kieselgur usw. im Gegensatz z1! 
Lacticodehydrase fast vollstandig verliert. 

Die letzterwahnten Befunde sind kiirzlich von Gale? an Zelltriimme: 
suspensionen von B, coli bestatigt worden, die in der naBmahlenden Bak 
terienmuhle von Booth und Green! erhalten worden waren. 

In auffallendem Gegensatz zu diesen Befunden stehen Angabe: 
von Rubenstein® (1932), der durch Berkefeld-Filtration von Sarcina 
lutea-Suspensionen zellfreie Enzymlésungen erhalten haben will, dir 
nicht nur mit Lactat und Formiat, sondern auch mit Pyruvat, Glucos: 
Fructose, ein- und mehrwertigen Alkoholen unter teilweise erheblichen 
Q,-Verbrauch reagieren sollen. 


Da Rubenstein vor der Filtration nur etwa 3 Stunden in Phosphat 


puffer (py 6,8) stehen ]aBt, kommt eine merkliche Autolyse zu der ce 
genannte Organismus zudem an sich wenig neigt ® kaum in Frage 


Weiterhin ist auf eine neuere Untersuchung Yamagutchis ? (1937 
hinzuweisen, nach der sich in den Berkejeld-Filtraten kurze Zeit aut: 


' E.S.G. Barron u. Hastings, J. of biol. Chem. 100, 155, 1933. 


2 L. H. Stickland, Biochem. J. 23, 1187, 1929. 3 BE. F. Gale, ebenida 33 
1012, 1939. 4 V.H. Booth u. Green, ebenda 82, 855, 1938. . 2B. 
Rubenstein, J. cell. comp. Physiol. 2, 445, 1932. — ® Vgl. hierzu W.S 


Sturges u. Rettger, J. Bact. 7, 551, 1922; K.G. Dernby u. Walbum, dies 
Zeitschr, 188, 505, 1923. 7S. Yamagutchi, Acta phytochim. 10, 171, 1987 
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Isolierung von Desmolasen aus Mikroorganismen. I. o9 


uu vsierter Suspensionen von B. pyocyaneum eine wirksame Indophe nol- 
n vi rydase feststellen laBt ?. 
vs Die Bakteriensuspension wurde hier vor der Filtration bei py 8,5 iiber 
oat Nacht im Eisschrank aufbewahit, was zu beginnender Autolyse bei diesem 
ated proteasereichen Organismus ausreichend ist?. Durch Dialyse, Einengen 
rower bei vermindertem Druck und anschlieBendes Zentrifugieren konnte eine 
weitere Anreicherung der Oxydase erzielt werden. 
= Nach Abschlu8B dieser Arbeit erschien schlieBlich noch eine Mit- 
oe teilung von Gale und Stephenson ?, wonach sich aus Coli-Bakterien, die 
in der schon erwahnten Miithle von Booth und Green zermahlen worden 
_— sind. durch Extraktion mit Wasser eine einwandfrei lésliche. anoxytrope 
aes Malicodehydrase gewinnen laBt, die za optimaler Wirksamkeit allerdings 
asks eines Zusatzes von Codehydrase I (Cozymase) bedarf. 
docl 
Il. Programm und Hauptergebnisse. 
ry Wie aus der einleitenden Ubersicht iiber das heute vorhandene 
setzt Versuchsmaterial hervorgeht, hat bisher vorzugsweise die Awutol yse 
o— und in neuester Zeit das Zermahlen der Bakterien in Spezialmiihlen 
zur Freilegung einzelner Oxydationsenzyme gefiihrt. Da uns eine 
_ Miihle der genannten Art nicht zur Verfiigung stand, die Autolyse uns 
rl andrerseits, bei der bekannten Proteinnatur der Fermente. als ein 
ent! reichlich ,,aggressives** Verfahren erschien, haben wir uns zuniichst 
hoes einer dritten, aller Voraussicht nach ziemlich ,,schonenden‘‘ Methode 
si zugewandt, die, zwar bei Bakterien zur Enzymisolierung noch kaum 
Bal: verwendet, doch schon vor mehr als 25 Jahren in einer Untersuchung 
von H. H. Dixon und Atkins* und in neuester Zeit wieder in den Hianden 
aber von Lynen® bei Hefe zu ermunternden Erfolgen gefiihrt hat: der Her- 
ia stellung zellfreier ..Friersdfte’’ durch Einftrieren der Organismen_ in 
die fliissiger Luft, Wiederauftauen und (gegebenenfalls nach Verdiinnung) 
— Zentrifugieren. 
chen Nach Dixon u. Atkins (|. c.) tritt bei dem Auftauen derart gefrorener Hefe 


Verfliissigung auf und man erhalt nach dem Zentrifugieren schwach 
opaleszierende, sehr gdrkrdftige Satte. Lynen (1. ce.) hat auBer dur¢h Garung 
pe auch durch Methylenblauversuche verschiedene Dehydrasen (z. B. des 
r \lkohols und der Milchsaure) in solehen Friersaften nachgewiesen. 


1s, ' Zur Frage, ob es sich bei diesem nach Yamagutchi durch HCN, 
aut nicht jedoch durch CO vergiftbaren Ferment nicht womdédglich um eine 
p Polyphenoloa ydase (,,Lacease*‘) handelt, siehe D. Keilin u. Hartree, Proc. 
3. toy. Soe. London (B) 125, 171, 1938 und besonders D. Keilin u. Mann, 
la 33 Nature 1438, 23, 1939. 2 Vel. hierzu FuBnote *, S. 58. 3 EB. F. Gale 
B.b u. Stephenson, Biochem. J. 33, 1245, 1939. ' H.H, Dixon u. Atkins, 
w.s Secient. Proc. Roy. Dublin Soc. 1441, 1913; vgl. H.v. Euler u. Lindner, 
dies Chemie d. Hefe u. d. alkohol. Garung (Leipzig 1915); A. Harden, Alcoholic 
1937 fermentation (London 1928). > F. Lynen, Liebigs Ann. 539, 1, 1939. 
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Bei Bakterien ist der EinfluB extrem tiefer Temperaturen auf das (1 
dem Wiederauftauen noch vorhandene) Dehydrierungsvermégen zy 
wiederholt untersucht worden}, 2.3, in systematischer Weise jedoch 
nur an kompletten Bakteriensuspensionen, nicht an den durch Filtriere) 
oder Zentrifugieren getrennten beiden Teilphasen. (Die einzige uns 
kannte Ausnahme, die Freilegung der Glutaminsduredehydrase aus B. col) 4. 
fallt bereits in den Zeitraum der vorliegenden Untersuchung.) Als wichtigste. 


Ergebnis dieser alteren Arbeiten ist anzufiihren, daB gewisse dureh ih: 
Resistenz auch gegeniiber anderen physikalischen und chemischen |); 
fliissen ausgezeichnete Dehydrasen (wie Formico-, Lactico-. Succi 
und «-Glycerophosphatdehydrase *) sich als wenig empfindlich gegen Friere; 
und Wiederauftauen erwiesen, wihrend eine zweite Gruppe, zu der u. a 


Glucose-, Alkohol- und Acetodehydrase gehéren, namentlich bei wiede: 
holter Anwendung der gleichen Prozedur erhebliche Aktivitatseinbui. 
erlitt. 


Im ersten Teil der vorliegenden Untersuchung haben wir uns 
nach orientierenden Vorversuchen tiber das Vorkommen einzelne1 
Dehydrasen in den Suspensionen verschiedener Bakterienarten — aus 
schlieBlich mit der Herstellung von Friersdften aus typischen Vertreter: 
der verschiedenen Bakteriengattungen und -familien beschiftigt. Das Ve 
fahren erwies sich als durchaus brauchbar und aussichtsreich, wobei 
sich groBe Unterschiede im Verhalten der einzelnen Bakterienspezies 
ergaben. Allerdings gelang es nur, einen kleinen Bruchteil der im intakte: 
Organismus vorhandenen Dehydraseaktivitat in Lésung zu bekommen 
Im zweiten Teil der Arbeit suchten wir daher nach einer Verwertune 
der bei der Gewinnung der Friersifte in gréBerer Menge anfallenden 
Zellriickstande. Wir unterwarfen sie probeweise der Autolyse und 
fanden, daB die enzymatische Aktivitat der Autolysate erheblich gréser 
war als die der Frierséfte (wobei natiirlich auf Vollstandigkeit de: 
untersuchten Dehydrasesyteme durch den_ bisweilen notwendigen 
Zusatz von Coenzym geachtet werden muBte). Die Autolyse gefrorene: 
Bakterien hat gegeniiber derjenigen nichtvorbehandelter Organisme: 
verschiedene wesentliche Vorteile: wir halten sie — bei sorgfiiltige: 
zeitlicher Kontrolle des Ablaufs fiir die zur Zeit beste Methode zu: 
systematischen Abtrennung der Bakteriendehydrasen (vielleicht «!! 
gemein Bakteriendesmolasen) von der Zellstruktur. 

Aus auBeren Griinden ver6ffentlichen wir unsere bisherigen, z1n 
Teil noch unvollstaéndigen Versuchsdaten: die Untersuchung wit 


jedoch fortgesetzt. 


1 J. H. Quastel u. Wooldridge, Biochem. J. 21, 148, 1927. * ere t 
Young, ebenda 23, 831, 1929. — 3 J. Yudkin, ebenda 31, 1065, 1937 
4 EB. Adler, Hellstrém, Giinther u. v. Eyler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25 
14, 1938. — ° J. H. Quastel u. Wooldridge, Biochem. J. 21, 1224, 1927 


vgl. auch M. Stephenson, Bacterial metabolism (London 1930). 
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itl. Orientierende Methylenblauversuche an ,,ruhenden* Bakterien. 
1. Zweck der Versuche. 

Vor 3 Jahren hatten Franke und Peris! in Reihenuntersuchungen 
nach der Warburg-Methodik das Verhalten von iiber 20 verschiedenen 
Bakterien gegeniiber einer ahnlichen Zahl organischer Séuren in Gegen- 
wart von Luft-O, verfolgt, wobei folgendes Hauptergebnis erhalten 
worden war: 

Eine Reihe von Sauren, u. a. Milch-, Brenztrauben-, Essig-, Bernstein-, 
Fumar- und Apfelsiaure, wird von Bakterien generell und meist inerheblichem 
Umfang aerob dehydriert, andere wie Malon-, Malein-, Glykol-, B-Oxypro- 
pion-, Acryl-, Trauben- und Citronensaiure? werden entweder nicht oder nur 
von einigen wenigen Arten nennenswert angegriffen. Bei den gesattigten 
Fettsiuren, deren Abbau das Hauptinteresse galt, zeigen sich je nach 
Bakterienfamilie und -art groBe quantitative Unterschiede; doch werden 
hohere Fettsaéuren im allgemeinen leichter oxydiert als niedere (mit Aus- 
nahme von Ameisen- und Essigséure) und mittlere. Besonders ausgesprochen 
ist das Fettséureoxydationsvermégen der Gattung Pseudomonas sowie 
von Sarcina lutea,** 

Die bisher aus Bakterien erhaltenen Dehydraselésungen (S. 57 
bis 59) scheinen in keinem Falle das Vermégen zu_ besitzen, ohne 
Zugabe eines O,-Ubertragers (wie Methylenblau) von sich aus mit O. 
zu reagieren: auch die Hefefriersifte Lynens (8.59) zeigen diese Fahig- 
keit nicht, das Fe-haltige System der O,-Aktivierung (Cytochrom- 
oxydase +- Cytochrom) erweist sich also auch hier, wie dies fiir viele 
andere Zellen und Gewebe bekannt ist3, als stark strukturgebunden. 
Fir die Untersuchung léslicher Bakteriendehydrasen erschien demnach 
die anaerobe Methylenblautechnik (nach Thunberg) von vornherein als 
das Gegebene. 

Derartige Methylenblauversuche haben wir in systematischer 
Weise an sechs verschiedenen Bakterienspezies und mit den in der 
zitierten Arbeit von Franke und Peris verwendeten Substraten aus- 
gefiihrt. Temperatur (37,5°), pu (7,0) und Substratkonzentration 
(m/250) waren in beiden Untersuchungsreihen gleich, die Bakterien- 
konzentration hingegen in den Akzeptorversuchen nur 1, derjenigen 
in den O,-Ansatzen, dies um in ersteren eine hinreichend lange ,,Leer- 
entfarbungszeit** (180 bis 240 Minuten) der substratfreien Kontrollen 
zu gewahrleisten. Der Zweck der Methylenblauversuche war ein doppel- 
ter: einmal sollte in ihnen in Erganzung der friiheren aeroben Ver- 
suche — festgestellt werden, ob die seinerzeit beobachteten quantitativen 

' W. Franke u. Peris, diese Zeitschr. 295, 61, 1937. 2 Zum Einflub 
der ,,Gewohnung*’ an das Substrat beim aeroben Citratabbau durch Bak- 
terien vgl. die neueren Versuche von M. Deffner u. Franke, Liebigs Ann. 
o41, 85, 1939. - 3 Vgl. z. B. fiir héhere tierische Gewebe D. Keilin u. 
Hartree, Proc. Roy. Soc. London (B) 125, 171, 1938; 127, 167, 1939; fiir 
hohere pflanzliche Zellen R. Hill u. Bhagvat, Nature 148, 726, 1939. 
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Unterschiede im Verhalten der einzelnen Bakterien gegeniibet 


verschiedenen Substraten auch bei anaerober Methodik in Aabhnlichey 
Weise wiederkehrten oder nicht; dann aber sollten als Vorarbeit 
zu den Frierversuchen die bei den verschiedenen Spezies jewel 
aktivsten Dehydrasen ermittelt werden, da die geringen, unter unsere; 
Arbeitsbedingungen zu erwartenden Friersaftvolumina eine Unter 
suchung sdmtlicher friiher aerob gepriiften Substrate ausschlof. 

Im Sinne einer solchen Auswahl lag auch die von uns verwendet 
niedrige Substratkonzentration von m/250, bei der — nach den Ertfahrunge 
Quastels' an B. coli — nur die wirksamsten Dehydrasen annahernd substrat 
gesittigt sein diirften. Durch die Vermeidung héherer Substratkonzentra 
tionen schlossen wir gleichzeitig aus, daB geringe Verunreinigungen minde: 
guter Donatoren durch hervorragend gute die Ergebnisse der Entfarbuny 
versuche in erheblichem Grade falschten, eine Fehlerquelle, deren Nicht 
beachtung z. B. Quastels altere Angaben iiber die Donatoreigenschatter 
niederer Fettsiuren groBenteils unbrauchbar macht, da Spuren des hoc! 
aktiven Donators Ameisensdure in seinen konzentrierteren Fettsivu 
lésungen vorhanden gewesen waren?. 

2. Versuchstechnik. 

Die Ziichtung und Aufbereitung der Bakterien einschlieBlich Her 
stellung der zu den Versuchen dienenden Suspensionen erfolgte genau 
nach den Angaben von Franke und Peris (l.c. 8.61). Auch die ver 
wendeten Substratlésungen entsprachen den dort angegebenen. De 
allgemeine Ansatz unserer Versuche war: 

0,2 cem 0,5°,ige Bakteriensuspension ( Img Trockengewicht 

10cem m/100 Substratl6sung (als Na-Salz) 

0,5cem m/15 Phosphatpuffer (py 7) 

0,3 cem 0,85 °,ige NaCl-Lésung 

10cem Methylenblaulésung 1: 5000 (etwa m/2000) 
Gesamtvolumen 3,0 ccm ; Versuchstemperatur 37,5°; Vakuumentfarbungs 
methodik nach Thunberg *. 


Als Versuchsbeginn wurde der Zeitpunkt, zu dem das evakuierte Rolu 


chen in den Thermostaten versenkt wurde, als Entfarbungszeit t zweck 
groBerer Ablesungsgenauigkeit — der Zeitpunkt 95° iger Entfarbung 


(Vergleichsskala!) notiert. Samtliche Ansatze liefen doppelt, die Ent 
farbungszeit ¢, der substratfreien Kontrollen war, wie schon erwiilint 
durchweg > 180 bis 240 Minuten. 

In der Tabelle I ist das Ergebnis simtlicher Versuche zusamme! 
gefaBt. Als MaB der Donatorwirkung (,,Dehydrierungsintensitat” 7) wurde 
der Thunbergsche Ausdruck 3 

l ] 
I = 100 [- — 
t 


gewahlt. p 


' J. H. Quastel u. Whetham, Biochem. J. 18, 519, 1924; 19, 520, 640 
1925, vgl. auch J. H. Quastel, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 209, 1932 
2 J.H. Quastel u. Wooldridge, Biochem. J. 22, 689, 1928. 3 Vel. z.b 
T. Thunberg bei Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik der Fermente, 5. |1!> 
(Leipzig 1929). 
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Da der Ausdruck J eine zur Reaktionsgeschwindigkeit proport 
(nicht wie die Entfarbungszeit t wmgekehrt proportionale) GréBe darste|); 
und daher einen qualitativen Vergleich mit anderen Umsatzgr6Ben, etwwa 
der ,,AtmungsgréBe‘S Qo, der friiheren aeroben Versuche, erlaubt, wird e 
wegen seiner Anschaulichkeit auch in spateren Teilen der Arbeit meisten. 
verwendet werden. Abb. 1, in der die Beziehung zwischen J und ¢ fiir vey 
schiedene t,-Werte graphisch wiedergegeben ist, ermdglicht eine leicht, 
Umrechnung beider GréSen ineinander. 


~ 0 bedeutet, daB8 eine Donatorwirkung wegen Lang: 











of), 
se der Entfarbungszeit nicht mit Sicherheit festgestellt werde: 
konnte, IJ also wahrscheinlich < 0,2 bis 0,3 ist; by 
i deutet fehlendes MeBergebnis. 
Zum Vergleich der vorliegenden Akzeptorversuch; 
6 , ‘ ; ars 
mit den O,-Versuchen von Franke und Peris sind nely 
den J-Werten jeweils in Klammern noch kursiv die seine 
WW + , : : 
zeit ermittelten ,,Atmungsgr6Ben nach Abzug der Leer 
“ atmung‘ (Qo, — qo.) angegeben. 
Zur Orientierung sei noch mitgeteilt, daB die J-Wert 
9 durch Multiplikation mit dem Faktor 3,5, der sich dure! 
4 + . . 
q Umrechnung des Methylenblauverbrauchs in emm OQ, e1 
‘ gibt, direkt mit den Qo,-Angaben vergleichbar werden 
+ 
\ per . 
‘ 3. Versuchsergebnisse. 
+ 











Ein Blick auf Tabelle | 
lehrt, daB engere Beziehunge: 


zwischen  Dehydrierungslei 
stung der einzelnen Bakterien 
arten einerseits mit O.,, a 











. rersel 8s i ivLe ‘lenblau 
W w r;, 7 aS a ae de erseits mit Methyle n la 
nicht bestehen, ein Befund 


Abb. 1. Beziehung zwischen Dehydrierungsintensitat der schon friither bei Essiy ae 
T und Entfart szeit t bei verschiedenen Leerent- i : s 
und Entfirbungszeit yei verschiedenen Leerent und Buttersdure hakte vien3 er 


firbungszeiten to. 

hoben worden ist. Im Ve! 
gleich zu den groBen Unterschieden im aeroben Verhalten der ver 
schiedenen Spezies erweist sich das anaerobe Dehydrierungsvermogen 
als merkwiirdig stereotyp. MiBt man — in Anbetracht der geringe: 
Empfindlichkeit der Thunberg-Methodik bei schwachen Donatoren 
nur I-Werten > 0,5 (in der Tabelle fettgedruckt) gréBeres Gewicht bei 
so kommt unter den 20 gepriiften Substraten lediglich der Milchsaur 
a-Oxybuttersiure (die zweifellos beide durch dieselbe Lacticodehydras 
aktiviert werden), Bernsteinsdure und allenfalls Ameisensdure eine 


1 A. Bertho, Liebigs Ann. 474, 1, 1929; Ergebn. d. Enzymforsch. 1. 
231, 1932. — *% A. Reid, diese Zeitschr. 242, 159, 1931. — * H. Wieland 
u. Sevag, Liebigs Ann. 501, 151, 1933. 
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erheblichere und — von der Ameisensiure abgesehen allgemeinere 
Donatorfunktion zu; nur Bac. megatherium besitzt keine Lactico-, die 
Kokken anscheinend keine Succino-Dehydrase. AuSerdem scheinen 
Malico- und Pyruvo-Dehydrase in einzelnen Spezies in etwas gréBerer 
Menge vorzukommen. 

Allgemein laBt sich sagen, daB jedes durch Methylenblau dehydrierbare 
Substrat auch durch O, dehydriert werden kann, daB aber keineswegs jede 
acrobe Dehydrierung ihr Gegenstiick in einer entsprechenden Methylenblau- 
verwertung findet. Besonders auffallend ist diese letztere Diskrepanz bei 
der aerob von den meisten Bakterien so leicht angreifbaren Essigsdure. 
Nur in zwei Fallen, bei der Formico- und der Lacticodehydrase, erreicht der 
anaerobe Umsatz gréBenordnungsmaBig den aeroben, sonst liegt er stets 
darunter. 

Die gegeniiber O, hervortretende Unterlegenheit des’ Methylen- 
blaus — das doch in einem hinsichtlich der Komponentenzah] wesentlich 
weniger komplexen System wirkt als der erstere! — kénnte verschiedene 
Ursachen haben. So kommt z. B. eine toxische Wirkung des Farbstoffs 
in Betracht, die tatsachlich in verschiedenen Fallen (Mikro- und Strepto- 
kokken, Typhusbakterien u.a.*) schon frither beobachtet worden ist; 
sie dirfte aber unter unseren Versuchsbedingungen kaum mehr als 
50°, Aktivitétsverlust verursachen® 4. Ferner hat man, bei dem be- 
schrankten Oxydationsvermégen des Methylenblaus, mit der Bildung 
von Hemmungskérpern (vor allem CO-Verbindungen wie Brenztrauben-, 
Oxalessigsiure u.a.) aus den Substraten zu rechnen, ein Fall, der 
neuerdings wiederholt experimentell belegt worden ist *®* (vgl. spater 
8.76/77). Unserer Ansicht nach ist die Hauptursache jedoch eine andere 
und die beste Erklirung diejenige, die Wieland und Bertho® vor mehr 
als 10 Jahren fiir das analoge Verhalten der Essigbakterien bei der 
Alkoholdehydrierung gegeben haben. .,,Wir glauben, da®B die grobe 
Uberlegenheit von O. (und Chinon) gegeniiber Methylenblau so zu 
deuten ist, daB jene beiden Stoffe vermége ihres gréBeren Diffusions- 
vermogens in die Zelle eindringen kénnen, wahrend der Farbstoff an 
der Zellwand adsorbiert bleibt. Der weitaus iiberwiegende Teil der 
wirksamen Oberflache, der im Innern der Zelle, wird von dem Zugriff 


1 Uber die O,-aktivierenden Systeme der Bakterien vgl. z. B. W. Frei, 
Riedmiiller u. Almasy, diese Zeitschr. 274, 253, 1934; S. Yamagutchi, Acta 
phytochim. 8, 157, 1934; 8, 263, 1935; Bot. Magazine 51, 275, 1937. 
> H. Braun u. Vasdrhelyi, Zentralbl. f. Bakt. (I) 127, 105, 1933; J. v. 
Vasdrhelyi, ebenda 138, 369, 1935; M.A. Farrell, J. Bact. 29, 411, 1935; 
0. Ehrismann, Zeitschr. f. Hyg. 119, 572, 19387. — * B. R. Sandiford u. 
Wooldridge, Biochem. J. 25, 2172, 1931. — 4 J. Yudkin, ebenda 27, 1849, 
1933; 28, 1454, 1934; 31, 865, 19387. — ° D. E. Green u. Mitarbeiter, 
ebenda 80, 1489, 2095, 1936; 31, 617, 1937. — °F. Lynen, Liebigs Ann. 539, 
1, 19389. — 7 E.F. Gale u. Stephenson, Biochem. J. 38, 1245, 1939. - 
* H. Wieland u. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. 
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des Methylenblaus nicht beriihrt.“* | Diese Vorstellungen stehen jy, 
Einklang mit friiheren Uberlegungen Quastels 1, der, von kinetisce; 
und molekularstatistischen Schatzungen ausgehend, die enzymatise|, 
Methylenblaureduktion gleichfalls in der AuBenoberflache der Baktericy 
zelle lokalisierte. 

Es ist auffallend, daB die drei gut mit Methylenblau reagierende: 
Dehydrasen, die Succino-, Lactico- und Formicodehydrase, gerade diejeniy 
sind, die zu ihrer Wirkung keines dialysablen Co-Ferments bediirten. (| 
den beiden letztgenannten Enzymen gilt dies offenbar nur fiir das Vorkomme: 
in Mikroorganismen, vgl. fiir Formicodehydrase?, fiir Lacticodehydras 
8S. 78/79.) Im Sinne Greens* kénnte man diese Dehydrasegruppe auch als 
»C ytochromdehydrasen** nach ihrem natiirlichen Primarakzeptor in de: 
Zelle — bezeichnen. Die iibrigen Dehydrasen iibertragen bekanntlich ihre: 
H iiber Codehydrase I oder II zanachst auf die Diaphorase, die ihn ihrerseit 
entweder an Methylenblau oder — auf eine im einzelnen noch ungeklart: 
Art und Weise an das Cytochromsystem weitergibt*. Unter der ,,wirk 
samen Oberflache im Innern der Zelle‘*, worunter Wieland und Bertho (|. « 
noch die Dehydrase selbst verstanden, ist also nach der heutigen Erkenntni- 
wohl zunachst die Diaphorase zu verstehen und sie scheint es zu sein, dik 
im Gegensatz zu den ,,Cytochromdehydrasen** — in der intakten Bakterien 
zelle, in der sie eindeutig nachgewiesen wurde®, dem Methylenblau nicht 
zuganglich ist. Fiir die Richtigkeit dieser Deutung sprechen unsere spatere: 
Versuchsergebnisse: in zellfreien Friersiften und Autolysaten gelingt unte: 
geeigneten Bedingungen auch der Nachweis ,,kkomplexer Dehydrasen*, di 
sich im intakten Bakterium nach der Methylenblaumethodik nicht n: 
weisen lieBen. 


Wir haben jedenfalls zu Beginn unserer Untersuchung der Tabelle | 
das richtungweisende Ergebnis entnommen, daB die drei Dehydrasen 
der Ameisen-, Milch- und Bernsteinséiure mit einiger Regelmabigkeit 
und offenbar in erheblicher Menge in der Mehrzahl der Bakterien ent 
halten sind; auf sie haben wir daher bei den folgenden Frierversuche: 
stets systematisch gepriift. 


IV. Frierversuche. 
1. Herstellung der Friersdfte. 
a) Ausgangsmaterial. 
Zur Verwendung gelangten folgende 14 Bakterienarten” *: 


a) Coccaceen. Micrococe. aureus, Micrococe. lysodeikticus (KX), Sat 
lutea (B). 


' J. HH, Quastel, Biochem. J. 20, 166, 1926. - 2 BF. F. Gale, ebet 
33, 1012, 1939. — * D. E. Green u. Brostaux, ebenda 30, 1489, 1936 
* Naheres hieriiber bei W. Franke, ,.Die Enzyme der Desmolyse** in N 
Weidenhagens Handb. d. Enzymologie, 8. 804 u. 818 (Leipzig 1940 
§ D. E. Green u. Dewan, Biochem. J. 32, 1200, 1938. — ® Die nicht nalie 
bezeichneten Kulturen hat uns in lebenswiirdiger Weise Herr Doze 
Dr. habil. Hettche vom Hygienischen Institut der Universitat Miinchen. 
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bh) Bacteriaceen. B. coli commune, B. acidi lactici (W), B. faecalis 
alkaligenes (B), B. vulgare, B. prodigiosum, B. fluorescens liquefac. (W), 
B. pyocyaneum, B. syncyaneum. 

c) Bacillaceen (Sporenbildner). Bac. subtilis, Bac. megatherium. 

d) Spirillaceen. Vibrio albensis. 

Die Kultur der Organismen erfolgte einheitlich in Kolle-Schalen 
auf einem Pepton (1°) und Glucose (1/,°%) enthaltenden Pferde- 
bouillonagar ; spater haben wir mit gleich gutem Erfolg statt der Pferde- 
bouillon 10°%iges Hefewasser, 1°, Liebigs Fleischextrakt (neben 
Pepton und Glucose) enthaltend, verwendet. Bebriitungsdauer meist 
94 Stunden bei 37°. 

Die gr6Bte Schwierigkeit und der ,,begrenzende Faktor*’ unserer 
Versuche lag in der Ziichtung hinreichender Bakterienmengen. Je nach 
Wachstumsintensitat haben wir bei den einzelnen Arten mit 15 bis 55 Schalen 
gearbeitet und zwischen 1,2 und 3,4 ¢ Bakterien (Trockengewicht) geerntet. 
Die Ausbeute pro Schale (14cm Durchmesser) schwankte von Art zu Art 
erheblich und lag zwischen 40 mg (Vibrio) und 167 mg (Sarc. lutea). 

Das Ernten, wiederholte Waschen und Zentrifugieren der Orga- 
nismen geschah genau wie bei Franke und Peris (|. c. 8S. 61) angegeben. 
Zum (mehrstiindigen) Durchliiften wurden die Bakterien in m/15 
Phosphatpuffer (px 7,5) aufgenommen; in einer Probe dieser Suspension 
wurde auch das Zelltrockengewicht unter Beriicksichtigung des 
Salzgehalts — bestimmt. 


b) Verarbeitung auf Friersaft. 

Die nochmals in einem V2 A-Stahlbecher abzentrifugierten 
Bakterien werden in diesem in fliissige Luft getaucht, bis sie steinhart 
gefroren sind, und anschlieBend durch Eintauchen in einen Thermo- 
staten von 30° wieder aufgetaut. Das gleiche Verfahren wurde im 
allgemeinen insgesamt fiinfmal, in einigen seltenen Fillen zehnmal 
hintereinander durchgefiihrt. 

Die meisten der von uns untersuchten Bakterienspezies verfliissigen sich 
hierbei, manche sehr weitgehend und schon beim erstmaligen Auftauen, 
andere weniger vollstandig und erst bei mehrmaliger Wiederholung det 
Prozedur. Im allgemeinen liefern nur verfliissigte Bakterien aktive Frier- 
sifte, doch darf nicht umgekehrt aus leichter Verfliissigung von vornherein 
auf besondere Aktivitat des Friersafts geschlossen werden. 

Unter dem Mikroskop unterscheiden sich verfliissigte Bakterien 
abgesehen von der geringeren Farbbarkeit praktisch nicht von unvor- 


die mit W bezeichneten Herr Prof. Dr. Demeter vom Milchwirtschaftlichen 
Forschungsinstitut Weihenstephan, die mit B bezeichneten Herr Dr. Heicken 
vom Robert Koch-Institut in Berlin kostenlos iiberlassen, wofiir ihnen 
hier bestens gedankt sei; K war von der ehemaligen Krdlschen Sammlung 
in Wien bezogen. — * Systematik und Nomenklatur nach Lehmann-Neu 
mann, Bakteriol. Diagnostik (Miinchen 1927). 
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behandelten. Auch bei den viel gréBeren Hefe-Zellen haben wir nw 
leichte gegenseitige Abplattung nach dem Frieren und Auftauen feststelle) 
kénnen. Die Strukturzerst6rung der Membran scheint also nicht  tie{ 
greifender Natur zu sein, man hat eher den Eindruck, da®B es sich nur iy 
ein ,,Poréswerden*: handelt. 

Das wiederholt gefrorene und wiederaufgetaute Zellmaterial habe) 
wir, um unabhangig vom Grade der Verfliissigung annahernd vergleic, 
bare Mengen Enzymlésung zu erhalten, mit dem etwa_ fiinffachen 
Volumen seines vorher bestimmten Trockengewichts an m/15 Phosphat 
puffer (px 7,5) — ungefahr gleich dem Feuchtgewicht verdiinnt 
und zunachst einige Stunden bei Zimmertemperatur, anschlieBend iiber 
Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Am nachsten Morgen wurde zentri 
fugiert, und zwar im allgemeinen solange, bis eine praktisch klar 
Loésung resultierte. 

Die hierzu erforderlichen Zeiten waren sehr verschieden; besonders 
einige zih und schleimig wachsende, sich verfliissigende Bakterienarte: 
(wie B. acidi lactici, B. faec. alkaligenes, B. fluorescens liquefac.) machter 
erhebliche Schwierigkeiten. In vielen Fallen geniigte 40 Minuten langes 
Zentrifugieren bei 5000 Touren/Minute (eco-Zentrifuge, Abstand Achs 
—Becherboden 13,7 em, Becherhéhe 9,7 cm), bisweilen aber wurde bis zu 
120 Minuten bei 15000 Touren/Minute (wassergekiihlte Ecco-Zentrifuge, 
Abstand Achse—Becherboden 9em, Becherhéhe 6 ecm) abgeschleudert: 
qualitativ, was das Aussehen der Enzymlésung anbetraf, wurde dabei fast 
stets ein befriedigendes Resultat erzielt, in quantitativer Beziehung hingegen 
lieB dieses des 6fteren sehr zu wiinschen iibrig, insofern als bei der hall 
fliissigen Beschaffenheit des Zentrifugierriickstands praktisch  zellfrei 
Lésungen sich nur mit erheblichen Verlusten abtrennen lieBen. 

In fast allen Fallen ist es uns, wenn auch zum Teil mit schlechter 
Ausbeute, gelungen, klare bis ganz schwach opaleszierende Enzym.- 
lé6sungen herzustellen, die beinahe stets einen mehr oder weniger deut 
lichen Stich ins Gelbe (vermutlich von einem Flavingehalt herriihrend 
dufwiesen. Bei mikroskopischer Kontrolle (Fixieren und Farben in 
der bei Bakterien iiblichen Weise, 1500fache Vergr6éBerung) ergab sic! 
daB sie entweder bakterienfrei waren oder nur wenige einwandtrei 
identifizierbare Bakterienzellen enthielten, daB aber schlecht farbbar 
Zelltriimmer in mehr oder minder groBer Menge vorhanden waren, (i 
sich beim Eintrocknen manchmal zu faden- und netzartigen Strukturen 
vereinigt hatten. 

Bei groBen Bakterienarten (wie z. B. bei den Sporenbildnern Bw 
subtilis und Bac. megatherium) war die Zellfreiheit der Lésungen leicht 
festzustellen, bei kleinen Spezies (B. prodigiosum, B. coli, B. acidi lactic, 
Kokken u.a.) war die Entscheidung zwischen Zelltriimmern und Zellen oft 
schwierig, zumal die letzteren sich nach dem Frieren teilweise nur schwac! 
anfarbten. Soviel laBt sich auf jeden Fall mit Bestimmtheit sagen, (a 
auch beim Vorhandensein von intakten Zellen diese wegen ihrer geringen 
Zahl fiir die beobachteten Dehydrierungsleistungen nicht maBgebend in 
Frage kommen kénnen. 
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Experimentelle Einzelheiten, die sich auf die Herstellung der 
é Friersafte beziehen, sind in Tabelle II in iibersichtlicher Weise zur 
t tief Darstellung gebracht. 
_— Auf Einzelheiten braucht nach den vorausgehenden Ausfiihrungen 
wohl nicht naher eingegangen zu werden. Die in der vorletzten Spalte 
habe} angegebene prozentuale Gewichtsausbeute in der Lésung ist naturgemaB 
leic komplexer Natur: sie hangt einerseits vom Verfliissigungsgrad, andrerseits 
gleich Sais A : . < 
yon der Sedimentationsbereitschaft der Zellen und Zelltriimmer bein: 
facher ' Zentrifugieren ab. Wirken sich beide Faktoren in giinstiger Richtung aus 
sphat wie bei den beiden untersuchten Bazillen, dann gelingt es immerhin dei: 
rdiinnt — betrachtlichen Anteil von 10 bis 15°, des Bakterientrockengewichts in 
d iiber gerade in diesen Fallen bestimmt zellfreie (s. oben) Lésung zu bringen. 
ib g 
zentri 
7a 2. Rethenversuche zur anaeroben Dehydrierung durch Friersdfte. 
Das Dehydrierungsvermégen der Friersifte gegeniiber den drei 
sonders _Standardsubstraten*’ Ameisensdure, Milchsiure und Bernsteinsdure 
oe oe wurde bei 37,59 in nachstehendem Ansatz (im folgenden des 6fteren 
achter y : ‘ r ° 
als ,. Normalansatz‘: bezeichnet: Gesamtvolumen 4,0 cem) systematisch 
anes . 
Achsi geprift : 
bis zu 10 cem Enzymlésung 
irituge, 10cem m/10 Substratlésung (als Na-Salz) 
mudert 
sie ; 10cem H,O 
1 Tast a a . “0 — 
0,5cem m/5 Phosphatpuffer (pq 7,5) 
ngegel é 
a a 0,5cem Methylenblaulésung 1: 5000 (etwa m/2000) 
re \lfrei . os 
Die Versuche wurden grundsatzlich am gleichen Tage, an dem die 
zentrifugierten Enzymlésungen gewonnen worden waren, ausgefiihrt, da 
lechtet nach orientierenden Experimenten die Haltbarkeit der Friersafte (auch 
nzZVvm- im Eisschrank) offenbar nicht sonderlich groB war (vgl. S. 74). Stand 
r - ut nur wenig Enzymlésung zur Verfiigung, so wurde der obige Ansatz des 
*U 2 " Sh. iy ’ . y 
Ofteren auf die Halfte reduziert. Im allgemeinen konnten die Versuche 
inrend wegen des Enzymmaterialmangels nur einfach ausgefiihrt werden; lediglich 
ben 11 im Ergebnis besonders auffallende Versuche, undicht gewordene <An- 
b sicl satze usw. wurden grundsatzlich wiederholt. 
| _ 
andfre! Als Entfdrbungszeit t galt wieder der Zeitpunkt 95°,iger Enifai bung. 
irbbare Die Leerentfarbungszeiten t, (ohne Substrat) waren bei den untersuchten 
en. dit Friersaften der Tabelle IT: 
kturen A ae Se 400 Min. B. prodigiosum ...... ~ 250 Min. 
M. ly sodeikticus ........ oo. 4, B. fluorescens liquef eB aren 11 
B ORIG: MEO 5 oo... 240. .. B. pyocyaneum ......... ) 
n bi ; : os ARS or 
1 leicl B. colicommune,....... 540 ,, B. syncyaneum ...... ~ 350 
lactici. B. acidi lactici....... rw 2000 .. Oe 7s 
Hen oft B. faee. alkaligenes ..... Of 5, Bac. megatherium ... 240 ,, 
chwacl BD. VOUREO . oo... se : 420 ,, Vibrio albensis ...... 100 
an, aa ‘ : , 7 : 
eringen In den beiden Abb. 2 und 8 ist das Ergebnis unserer Reihenversuche 
vend in — graphisch dargestellt. Als Ma des Dehydrierungsvermégens diente in 
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Abb. 2 der schon friiher verwendete T'hunbergsche Ausdruck J (S. 62), 
2 in Abb. 3 J/mg, d.h. die auf die Gewichtseinheit (mg) bezogene De- 
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hydrierungsintensitat, im folgenden des 6fteren als ,,spezifische J) 
hydrierungsintensitat’' bezeichnet. 

Wegen der sehr erheblichen Leerreduktion sind die beiden bei 8B 
orescens liquef. angegebenen Werte durch ? als unsicher gekennzeichnet 

bedeutet, da®B es sich in diesen beiden Fallen um Maaximalwerte hande|; 

Eindeutig ergibt sich aus den beiden graphischen Darstellunven 
da®B alle drei untersuchten Dehydrasen in wechselnden Mengen in die 
Friersafte iibergehen. Gro®8 sind dabei sowohl die Unterschiede jy, 
Aktivitdtsverhdltnis der drei Enzyme (Abb. 2 und 3) als auch in der 
spezifischen Aktivitdt einer bestimmten Dehydrase bei verschiedenen 
Bakterienspezies (Abb. 3). Am aktivsten erweist sich in der Mehrza\\| 
der Fille (acht) die Lacticodehydrase, was nach den frither (8. 57/58 
zitierten Literaturangaben itiber die leichte Isolierbarkeit dieses Bak 
terienenzyms nach anderen Methoden nicht wundernimmt. Dann 
folgt bemerkenswerterweise die bisher aus Mikroorganismen_nichit 
abgetrennte Succinodehydrase, die hinsichtlich der Aktivitat bei vier 
Arten an erster Stelle steht. 


Diese Tatsache ist um so beachtenswerter, als die bis in die neueste 


Zeit beschriebenen Priparate von geléster Succinodehydrase tierische) 
Herkunft nach ihrer Darstellung und ihren Eigenschaften kaum die Be 


zeichnung Enzym,,lésungen“* verdienen!; erst v. Kuler und Mitarbeitern? 
scheint es kiirzlich durch Chromatographie gelungen zu sein, reinere Praparate 


zu erhalten, deren Loésung aber immer noch schwach opaleszierte. 
Die Formicodehydrase schlieBlich reiht sich hinsichtlich Verbreitung 
sie fehlt in etwa der Halfte der untersuchten Friersafte iiberhaupt 


und Aktivitaét an letzter Stelle ein. Da es sich bei ihr — nach den 
Untersuchungen Sticklands und Gales (8.58) — ersichtlich um kein 


im strengeren Sinne lésliches Ferment handelt, kommt dieses Resultat 
nicht tiberraschend. 

Vergleicht man die beiden Abbildungen’ mit Tabelle I, 8.63) (ci 
allerdings nur einen Teil der von unsim Frierversuch gepriiften Bakterien 
arten enthalt), so erkennt man den weitgehenden Parallelismus in de1 
Aktivitatsabstufung der drei Dehydrasen bei intakten Organisnic: 
einer Art und den daraus bereiteten Friersaften. 

Dies ist besonders deutlich z. B. bei B. coli und B. vulgare, die bei 
simtliche Dehydrasen enthalten. Charakteristisch sind auch die Falle vo 
Sarc. lutea und Bac. megatherium, in denen sich unter beiden Bedingunge 
jeweils nur eine Dehydrase hier Succino-, dort Lacticodehydrase 
Sicherheit und in gr6Berer Aktivitat nachweisen laBt. 


' Vgl. z. B. F. J. Ogston u. Green, Biochem. J. 29, 1983, 1935; E. Stor: 
u. Hastings, J. of biol. Chem. 118, 479, 1937; F. G. Hopkins, Lutwak-M 
u. Morgan, Nature 148, 556, 1939; K.G. Stern u. Melnick, ebenda 144 
330, 1939. — 2 H. v. Euler u. Hellstrom, Svensk kem. tidskrift 51. 6» 
1939; vgl. ferner H. v. Euler, Giinther u. Forsman, Zeitschr. f. Krebstor-ch 
49, 46, 1939. 
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Was nun die auf das Trockengewicht bezogene Aktivitdt (J mg) 
unserer Frierséfte anbetrifft, so lassen sich hier die Angaben der Abb. 3 
direkt mit denjenigen der Tabelle I — die sich zufallig auf das Trocken- 
gewicht 1 mg beziehen — vergleichen!. Es resultiert, daB die Aktivitat 
auch unserer aktivsten Lacticodehydraseliésungen (B. coli, Sarc. lutea, 
MV. aureus) immer noch wenigstens 2!/,- bis 4mal kleiner ist als die 
der gleichen Gewichtsmenge ,,ruhender‘* Bakterien. Bei der — an sich 
meist weniger aktiven Succinodehydrase streuen die I-Werte zu 
stark, als daB sich in dieser Hinsicht etwas Definitives aussagen lieBe. 

So ist das isolierte Enzym beispielsweise bei B. coli 5'/,mal weniger, 
bei Bac. megatherium hingegen fast doppelt so aktiv als das Ausgangs- 
material. Eim Effekt in der letzteren Richtung scheint auch bei M. aureus 
vorzuliegen, doch bedarf die unerwartete Aktivitat der gelésten Succino- 
dehydrase noch der Bestatigung. 

Fir die Formicodehydrase erlauben nur 8B. coli und B. vulgare 
einen Vergleich, der in beiden Fallen rund 30fache Unterlegenheit des 
isolierten gegentiber dem zellgebundenen Ferment ergibt. 

Wenn schlieBlich noch die in Lésung gegangene Enzym- Menge 
(Aktivitat mal Trockengewicht) betrachtet werden soll, so ergibt sich 
fiir die Lacticodehydrase (aus Abb. 3 und vorletzter Spalte der Tabelle L1) 
in den drei obengenannten Beispielen eine Ausbeute von der GréBen- 
ordnung eines Prozents. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse fiir die Succinodehydrase des B. coli, 
wahrend sich fiir Bac. megatherium (und vielleicht auch M. aureus) ein 
ungleich giinstigerer Wert (28°,) errechnen wiirde. 

Zum Vergleich sei immerhin erwahnt, da auch die PreBsaftmethode 
Buchners sowohl bei der Zymase der He/fe? als auch der Glucoseoxydase 
von Aspergillus? nur Enzymausbeuten von 21/. bis 3% liefert. 


5. Ergdanzungsversuche zur Kenntnis der Friersaftdehydrasen. 

Nachdem die grundsdtzliche Eignung der Friermethode zur Isolierung 
von Bakteriendehydrasen erkannt war — auf die in der Materialfrage 
liegende praktische Schwierigkeit ist schon friiher (S. 67) hingewiesen 
worden —, haben wir in einigen zusatzlichen, orientierenden Versuchen 


! Es ist allerdings die Substratkonzentration in den Friersaftansatzen 
1 


7' smal gr6Ber als in den Versuchen mit ruhenden Bakterien. Doch diirfte 
dieser Unterschied nur bei der Lacticodehydrase, deren Substrataffinitat 
(vgl. J. Yudkin, Biochem. J. 31, 865, 1937) geringer ist als die der Formico- 
und Suecinodehydrase (vgl. M. Stephenson u. Stickland, Biochem. J. 26, 
712, 1932) sowie J. B.S. Haldane u. Stern, Allgem. Chemie der Enzyme, 
8. 43 (Dresden u. Leipzig 1932), zugunsten der Friersaftversyiche merklich 
ins Gewicht fallen. Die folgenden Aktivitaétsangaben fiir die Lactico- 
dehydrase stellen also Maximalwerte dar. * A. Harden, Alcoholic fer 
mentation, 8. 30 (London 1923). — * W. Franke u. Deffner, Liebigs Ann. 
541, 117, 1939. 
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Art und Eigenschaften der Friersaftdehydrasen noch etwas nile 
untersucht. Derartige Versuche bezogen sich z. B. auf den Einf!\,(} 
der Aufbewahrungsdauer, der Verdiinnung, der Zahl der Frierungey. 
des Zentrifugierens und Filtrierens auf die Dehydraseaktivitat, ferner 
auf den Nachweis weiterer Dehydrasen in den Friersaften, ihre Beein- 
flussung durch Dialyse, Co-Fermentzusatz und dgl. 


a) Der EinfluB des Alters auf die Friersaftaktivitit 
wurde in zwei Parallelreihen mit Coli-Friersaft untersucht, von denen 
die eine unmittelbar nach Herstellung der Enzymlésung, die andere 
nach zweitagigem Aufenthalt derselben im Eisschrank ausgefiilirt 
wurde. Die Enzymwirksamkeit ging in dieser Zeit erheblich zuriick, 
namlich auf 33°, bei der Formico-, auf 40% bei der Lactico- und auf 
48 °% bei der Succinodehydrase. 


b) EinfluB der Verdiinnung bei der Friersaftdarstellung 


In Anbetracht der geringen nach dem bisherigen Verfahren (Be- 
handlung der gefrorenen Bakterien mit dem fiinffachen Volumen ihres 
Trocken,ewichts an Phosphatpuffer) gewinnbaren Mengen Enzym- 
lésung wurde versucht, durch Erhéhung des Puffervolumens die Enzym 
ausbeute zu verbessern (was sich bei anderen Enzymen, z. B. der 
Glucoseoxydase der Schimmelpilze zwanglos hatte erreichen lassen 
vgl. Franke und Deffner, 1.c. 8.73. Ein in dieser Richtung an ge- 
frorenen Coli-Bakterien unternommener Versuch (Parallelextraktion 
mit dem fiinf- und mit dem zehnfachen Puffervolumen) fiihrte jedoch 
zu keinem befriedigenden Ergebnis, insofern als die extrahierte Enzym- 
menge (Lactico- und Succinodehydrase) sich als ziemlich unabhingig 
vom angewandten Volumen erwies. 


ce) Einflu8B der Zahl der Frierungen. 


Zu diesen Versuchen wurde ein Bakterium gewahlt, das sich nicht 
wie die meisten der Tabelle IT (u. a. auch B. coli), bei den ersten Frierun.- 
gen schon vollstindig verfliissigt, sondern eine Spezies — und zwar 
Sarc. lutea —, die auch bei fiinfmaligem Einfrieren nur halbfliissiy: 
Konsistenz annimmt; hier war am ehesten eine Beeinflussung cer 
Dehydraseaktivitat durch weitere Frierungen anzunehmen. In drei 
-arallelversuchen, in denen 5-, 10- und 15mal gefroren wurde, war ein 
solcher Effekt indes nicht festzustellen. Wenn die Bakterienmasse auch 
schlieBlich etwas diinnfliissiger wurde, unterschieden sich Trocken- 
gewicht und spezifische Aktivitat der drei Friersaéfte (in bezug au! 
Lactico- und Succinodehydrase) doch nur unwesentlich!. 

1 Bei dieser Gelegenheit haben wir versucht, die uns unwahrscheinlich 
vorkommenden Angaben Rubensteins (l.c. S. 58) tiber die Herstellung 
wirksamer, zellfreier Dehydraselésungen durch dreistiindige Extraktion 
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d) Lésungszustand der isolierten Dehydrasen. 


Nach den iibereinstimmenden Angaben Sticklands und Gales 
(S.58) liegt die Formicodehydrase offenbar nicht gelést, sondern an 
Zelltriimmer gebunden in den Enzym,,lésungen“: vor. ein Befund, den 
wir nicht noch einmal bestétigen zu miissen glaubten. Andrerseits 
deuten die Versuche Stephensons (8.58) an Lacticodehydrase, die beim 
Filtrieren durch Kieselgur keinen Aktivitatsverlust erlitt, auf ein echt 
lésliches Ferment hin; doch waren auch in diesen Lésungen noch geringe 
Mengen von Zelltriimmern enthalten, so daB eine endgiiltige Klar- 
stellung der Verhaltnisse erwiinscht schien. Am interessantesten war 
natiirlich das Verhalten der von uns erstmals aus Bakterien isolierten 
Succinodehydrase, vor allem im Hinblick auf die schon frither (S. 72) 
erwihnten Eigenschaften des bisher fast ausschlieBlich untersuchten 
tierischen Enzyms. 

a) Lacticodehydrase aus Sarc. lutea wurde nach der Extraktion des 
vefrorenen Materials mit Phosphatpuffer in drei verschiedenen Portionen 
folgenden Operationen unterworfen : 

A. 10 Minuten langem Zentrifugieren bei 15000 Touren. 

B. 60 Minuten langem Zentrifugieren bei 15000 Touren. 

C. Filtration durch ein bakteriendichtes Filter (Schott, Jena, G5 

auf 3; laut Testschein mittlerer Porendurchmesser 0,91 u, gréBter 


Porendurchmesser 1,52 w). 


Das Ergebnis der Versuche in der tiblichen Darstellungsweise 
enthalt Tabelle ITI. 
Tabelle ILI. 
Tr.-Gew. der Lésungen A, B und C 12,1 bzw. 13,6 und 13,4 mg/cem. 





I T/mg 
Substrat ‘ 
A B © A B C 
Milchsaure ....... 4,45 4,17 4,45 0,37 0,31 0,33 


intakter Sarcina-Zellen mit m/20 Phosphatpuffer (py 6,8) zu reproduzieren. 
Wir haben zu diesem Zwecke in unseren iiblichen Mengenverhaltnissen 
Rubenstein macht leider keinerlei Angaben iiber die Trockengewichte seiner 
Bakteriensuspensionen und Enzymlésungen 2,5¢g Bakterien (Tr.-Gew.) 
mit 12,5eem des genannten Puffers bei Zimmertemperatur unter 6fterem 
Umschiitteln stehengelassen und anschlieBend 20 Minuten bei 15000 Touren 
abgeschleudert. In Normalansitzen (8S. 69) haben wir bei einer Leer- 
entfarbungszeit von > 360 Minuten mit Formiat, Succinat, Pyruvat und 
Glucose keine Andeutung eines Donatorvermégens entdecken kénnen; 
Lactat ergab eine Entfarbungszeit von 300 Minuten, wahrend zum Ver- 
gleich die Entfarbungszeiten in unseren Friersaftversuchen zwischen 
15 und 20 Minuten lagen. Da, wie spatere Versuche mit im Methylenblau 
versuch hochaktiven Dehydraselésungen aus B. coli zeigten, letztere im 
Warburg-Versuch fast keinen O, aufnehmen (jedenfalls < 20 emm/Stunde 
mit Lactat), sind uns die Befunde Rubensteins, der z. B. sowohl mit Lactat 
wie mit Glucose O,-Absorptionen von leem Stunde angibt, vollkommen 
unverstandlich. 
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Lacticodehydrase stellt also ein nach der enzymchemischen Ter; 
nologie ldésliches Ferment dar: zum mindesten sind die das Enzyy 
darstellenden bzw. tragenden Kolloidteilchen kleiner als 1 yw. 

B) Succinodehydrase aus Bac. megatherium wurden den unter 
angegebenen Behandlungsweisen A und C unterworfen. Uber das 
Resultat berichtet Tabelle IV. 


Tabelle IV. 


Tr.-Gew. der Lésungen A und C 12,6 bzw. 11,6mg/cem. 





I I/m 
Substrat satis ee Sasa ; a esesuid 


A Cc A P Cc 
Bernsteinsaéure ....... 10,0 3.8 0,79 0.33 


Bei Anwendung des Bakterienfilters geht die in A vorhandene 
, Spezifische Dehydrierungsintensitat’’ 7/mg auf rund 2/; zuriick: da 
hierbei das Trockengewicht jedoch nur um etwa 10 % absinkt und der 
Vorgang des Filtrierens mehrere Stunden bei Zimmertemperatur in 
Anspruch nimmt, ist es bei der geringen Stabilitat der Bakterien 
dehydrasen (8.74) denkbar, daB der beobachtete Enzymverlust 
einen nicht unerheblichen ,,natiirlichen’* Aktivitatsabfall in sich schlie{t 
was leider exakt festzustellen unterlassen wurde. Jedenfalls laBt sich 
sagen, daB mindestens 2/; der Succinodehydrase als léslich in den bei 
der Lacticodehydrase genannten Grenzen anzusehen sind. 

Zum Vergleich wurde aus Pferdeherz nach der Vorschrift Thunbergs 
(durch Phosphatextraktion) dargestellte Succinodehydraselésung in de: 
gleichen Weise behandelt wie das Bakterienenzym; iiber das Ergebnis gibt 
Tabelle V Auskuntft. 

Tabelle V. 


Tr.-Gew. der Lésungen A und C 9,2 bzw. 5,2 mg/cem. 





I Time 
Substrat REGS oF : a aa eet 
A Cc A ( 


Bernsteinséure ....... 25,0 1,3 2,72 0,25 


Hier biiBt die Enzymlésung bei der Filtration fast die Halfte ihre- 
Trockengewichts ein und zeigt nachher nur mehr !/,, der urspriingliche! 
spezifischen Aktivitaét. Es scheint also zwischen der TeilchengréBe rohet 
Sueccinodehydraselésungen tierischer und bakterieller Herkunft ein erhie! 
licher quantitativer Unterschied zu bestehen. 


e) Wirkung von ,,Abfangmitteln® fiir CO-Verbindungen 
Zu Versuchen dieser Art erschien die Lacticodehydrase besonders 


geeignet, da ihre Hemmbarkeit durch Brenztraubensaure seit langen 


‘ T. Thunberg bei Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik der Fermente, 
S. 1126 (Leipzig 1929). 
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bekannt* und die Aufhebung dieser Hemmung neuerdings durch 
Green und Mitarbeiter, Lit. (S. 65) systematisch untersucht worden ist. 
Als ketonbindende Agenzien wurden HON, Hydroxylamin, Hydrazin 
und Semicarbazid, und zwar in Konzentrationen, wie sie sich in den 
Arbeiten Greens als zweckmabig erwiesen hatten, verwendet (z. B. 
m6 HCN, m/60 NHLZOH, m/60 NoH,, m/30 NH, -CO-NH-NH,). 

Soweit diese Stoffe in Form ihrer Salze zur Anwendung kamen, wurde 
deren Lésung vor dem Gebrauch neutralisiert. Der Ansatz der Versuche 
entsprach dem Normalansatz (8S. 69) + 2,0cem der Ketonreagenslésung, 
so daB das Gesamtvolumen also 6,0 cem betrug. Die substratfreien Kon- 
trollen liefen mit dem gleichen Zusatz; ¢, war in jedem Falle > 500 Minuten. 
Als Enzymlésung diente ein in bekannter Weise hergestellter Coli-Friersaft. 


Die Priifung der verschiedenen Abfangmittel an der Lacticodehy- 


drase aus B.coli — zur Kontrolle sind auch einige Stichproben an 
Formico- und Succinodehydrase ausgefiihrt worden hatte das in Ta- 


belle VI verzeichnete Resultat. 


Tabelle VI. 





I 
Substrat ies: a waaed ‘ - " 
— HCN NH.OH NoH, NH,-CO-NH-NH, 
Milchséure...... 6,7 0.8 20,0 16,7 14,3 
Ameisensaure ... 0,43 : 0,38 
Bernsteinsaure .. 13 . — — 1,3 


Durch die Zugabe eines geeigneten Abfangmittels fiir CO-Ver- 
bindungen erhéht sich die Aktivitat der Lacticodehydrase aufs Zwei- 
bis Dreifache, wahrend die beiden anderen Dehydrasen kaum beeinflubt 
werden. 

Unerwartet ist, nach den Erfahrungen von Green und Brosteaux * am 
tierischen Enzym, die starke anaerobe Hemmung der Lacticodehydrase durch 
die — allerdings ziemlich konzentriert angewandte Blausdure. Doch 
sind schon ahnliche Falle bekanntgeworden: die pflanzliche Formico- 
dehydrase* und neuerdings die tierische Fettsduredehydrase ®. 


f) Codehydrasewirkung. 

Fiir wenigstens vier Bakteriendehydrasen wird heute auf Grund 
genauerer Untersuchung die Abhangigkeit der Wirkung von der Gegen- 
wart eines Co-Ferments (,,Pyridinnucleotids’’ im Sinne Warburgs®) 
behauptet. Zwei dieser Dehydrasen, die der Milchsdéure und der Glucose, 


' J. H. Quastel, u. Wooldridge, Biochem. J. 22, 689, 1928. 2 F. Bern- 
heim, ebenda 22, 1178, 1928. 3 D. E. Green u. Brosteaux, ebenda 
30, 1489, 1936. 4 E. Adler u. Sreenivasaya, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
249, 24, 1937. — ° K. Lang, ebenda 261, 240, 1939. — * O. Warburg, 


Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938. 
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haben wir, da sich die bisherigen Untersuchungen vorwiegend. jy) 
zweiten Falle sogar ausschlieBlich, auf das zellgebundene Ferment 
beziehen, in unseren Frierséften auf ihr Verhalten gegen Co-Enzym 
untersucht; fiir die beiden anderen, die Malico- und die Glutamine 
dehydrase, ist bereits am isolierten Enzym durch die Schulen yon 
Stephenson bzw. v. Euler (8.59 u. 60) die Notwendigkeit der An 
wesenheit von Codehydrase I bzw. II einwandfrei erwiesen. 

Die von uns verwendeten Co-Enzympraparate waren teils nach 7. Lule; 
und Mitarbeitern! (in einem etwas abgekiirzten Verfahren), teils nacl 
Ohlmeyer? dargestellt; ihr Reinheitsgrad lag in der Nahe von 0,25. Sie 
enthielten im wesentlichen Co-Zymase (Codehydrase I) neben wenig (\ 
dehydrase II. Die Stammlésung bestand aus 10 mg Codehydrase ccm 

In den Milchsdure-Versuchen wurde auberdem Semicarbazid wit 
in den Ansatzen der Tabelle VI — zugesetzt. Gesamtvolumen stets 6,0 ccm 

Die Wirkung steigenden Codehydrasezusatzes (Co.) auf Lactico 
und Glucosedehydrase aus B. coli zeigt Tabelle VII. 


Tabelle VII. 





I 
Substrat 2 ER _e —r — 
a + 0,375 mg Co. | + 0,75 mg Co.' + 1,5mg Co. + 3,0 mg Co 
Milchséiure (-+- Semi- 
carbazid) ........ 14,8 12,8 11,5 11,0 95 
oO Ser ee 0,81 1,03 1,08 1,59 1,62 


Wihrend der Co-Enzymzusatz die Glucosedehydrierung in det 
erwarteten Weise (auf rund die doppelte Geschwindigkeit bei 1,5 mg 
aktiviert, beeinfluBt er iiberraschenderweise die Lactatdehydrierung in 
umgekehrter Richtung, so daB Hemmungen um maximal ! , bis 
auftreten. 

Es war nun denkbar, da die Lacticoapodehydrase mit weniger 
Co-Enzym auskam bzw. das in Lésung vorhandene fester zum wirk 
samen Symplex band als die Glucosedehydrase?. Durch laingerdauernd 
Dialyse mute jedenfalls auch bei einem weniger dissoziationsbereiten 
Fermentproteid eine teilweise Spaltung und anschlieBend eine Re 
aktivierung durch Codehydrasezugabe erreichbar sein. Daf dem im 
vorliegenden Falle nicht so ist, laBt sich an den in Tabelle VIII zu- 
sammengefabten Versuchsdaten erkennen. 

8cem Coli-Friersaft wurden in einer Fischblase 36 Stunden geze! 
haufig gewechseltes destilliertes Wasser bei 2° dialysiert. Das Endvolumet 

1 H.v. Euler, Albers u. Schlenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 113. 
1937; 246, 64, 1937. — 2? P, Ohlmeyer, diese Zeitschr. 297, 66, 1938 
8’ Uber Unterschiede in der Dissoziationskonstante von ,,Holofermentet 
vgl. z. B. E. Negelein u. Bromel, diese Zeitschr. 300, 225, 1939. 
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betrug 10cem. Zur Kontrolle wurde eine andere Portion Friersaft ohne 
Dialyse die gleiche Zeit im Eisschrank aufbewahrt und anschlieBend im 
selben Verhaltnis mit Wasser verdiinnt. Von beiden Enzymlésungen 
wurden nun Aktivitaétsbestimmungen gemacht, von der ersteren mit und 
ohne Cozymasezusatz. Neben Lactat (ohne Semicarbazid) wurde kontroll- 
weise auch Succinat — fiir dessen Umsatz ja bestimmt kein dialysierbares 
(o-Enzym noétig ist — gepriift. Normalansitze (S. 69). 


Tabelle VIII. 





I 
Substrat ; % ae Ey Sane? PERIL FaR= 
Friersaft, dialysiert Friersaft, dialysiert Frie rsaft, nicht 
1,5 mg Co. dialysiert 
Milchséure ....... 2,9 3,1 7,7 
Bernsteinsaure ... 0,73 0,77 1,3 


Auch im dialysierten Zustand wird die Lacticodehydrase des Bak- 
terienfriersafts nicht durch Codehydrasezusatz aktiviert. Die Aktivitats- 
abnahme wahrend der Dialyse bezieht sich dementsprechend nicht auf 
Co-Enzymverlust, sondern auf das Enzym selbst, worauf auch der 
analoge Aktivitatsabfall der Succinodehydrase die Stabilitats- 
abstufung entspricht annahernd der friiher (S. 74) festgestellten 
hinweist. 

Es kehren hier also ahnliche Verhaltnisse wieder, wie sie von Gale ! 
kurz zuvor fiir die Formicodehydrase aus B. coli belegt worden sind, die 
gleichfalls — im Gegensatz zum Enzym der héheren Zellen (Adler und 
Sreenivasaya, 1. ec. S. 77) zu ihrer Funktion keines Co-Enzyms bedarf. 

Fiir die Lacticodehydrase der Hefe ist iibrigens schon vor mehreren 
Jahren gezeigt worden, da®B ihre Wirkung unabhangig von der Gegenwart 
sowohl einer dialysierbaren Codehydrase?,3 als auch des Flavinferments* 
verlauft. Da® das letztere auch bei der isolierten Lacticodehydrase aus 
3. coli keine Rolle spielt, haben fast gleichzeitig Th. Wagner-Jauregg und 
Moller > experimentell belegt. Zwischen diesem Befund und der spiteren 
Angabe Yudkins*, da das Bakterienenzym zur Erganzung Cozymas¢ 
brauche, bestand aber nun insofern ein Widerspruch, als Theorell * auf 
Grund eines umfassenden Versuchsmaterials zu der Feststellung gelangt 
war, ,,daB das gelbe Ferment da mitwirkt, wo Dehydrierungen (oder 
Hydrierungen) durch Co-Fermente geschehen‘’*. Das Ergebnis der vor- 
liegenden Untersuchung beseitigt diesen Widerspruch. 

Yudkins irrige Auffassung stiitzt sich auf folgende drei Argumente: 
|. Zusatz einer gekochten Coli-Suspension entweder zu ruhenden Bakterien 
oder zu isolierter Lacticodehydrase verkiirzt die Entfarbungszeit mit 
Lactat ; 2. ein ahnlicher Effekt laBt sich mit Cozymase (Menge und Reinheits- 


! EB. F. Gale, Biochem. J. 38, 1012, 1939. — 2 EB. u. M. E. Boyland, 
ebenda 28, 1417, 1934. 3 FE, Adler u. Michaelis, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 235, 154, 1935. — 4 A. Hahn, Niemer u. Freytag, Zeitschr. f. Biol. 96, 
253, 1935. — ® Th. Wagner-Jauregg u. Méller, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


236, 216, 1935. — ®° J. Yudkin, Biochem. J. 31. 865, 1937. 7H. Theorell, 
Ergebn. d. Enzymforsch. 6, 111, 1937. 
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grad nicht angeben) erzielen; 3. Gekochte Coli-Suspensionen enthia|tey 
nachweislich Cozymase. Diese Befunde lassen sich aber auch in andere; 
Weise deuten, nimlich a) dadurch, daB mit der gekochten Bakteriey 
suspension wie auch mit unreiner Cozymase zusatzliche Donatoren jn. 
System eingeschleppt werden; b) noch wahrscheinlicher dadurch, daB dre} 
die Zugabe von Cozymase in dieser oder jener Form die Dehydriering 
zelleigener Donatoren (vor allem Zucker und Zuckerabbaustufen) |} 
schleunigt wird mit dem Ergebnis einer Verkiirzung der Leerentfarbungs7eit- 
so konnten wir beispielsweise bei unseren Friersaéften durch Zugabe von 
Cozymase (1,5mg) eine Reduktion von t, auf etwa '/, bei Coli-Autolysaten, 
(s. spatter S. 81f), mit denen Yudkin teilweise gearbeitet hat, auf '/, bis! , 
feststellen. Natiirlich kénnen sich Wirkung a) und b) auch iiberlaygery 
Vermutlich hat Yudkin versiumt, die erforderlichen Kontrollen anzustellen 


g) Die Priifung weiterer Substrate unter Beriicksichtiguny 
des Einflusses von Abfangmitteln und Co-Enzym, 
wie er unter e) und f) klargestellt worden war, erfolgte in einer die 

Frierversuche abschlieBenden Reihe mit B. coli. 


Die Zusammensetzung der Ansitze entsprach dem ,,Normalversuch’ 
. 69 mit Ausnahme davon, daB das Gesamtvolumen zur Unterbringung 
der Zusatze von 4,0 auf 6,0 cem erhéht wai 
. Es wurde stets 1,5 mg Codehydrase zugesetzt: 
die Ansitze mit Milchsdéure und Apfelsdure ent 
hielten auBerdem wegen der Natur des zu e1 
wartenden Dehydrierungsproduktes m, 30 
Semicarbazid. (Die Glutaminsauredehydrierung, 
die gleichfalls zu einer Ketosaéure fiihrt, wird 
nach Dewan! durch Carbonylreagenzien kawn 
beeinfluBt; zur ,,entgiftenden‘** Wirkung der Glu- 
taminsadure auf Oxalessigsiure — vielleicht auc! 
andere Ketoséuren — vgl.z. B. Banga u. v. Szent 
Gyérgyi *, Das* und Cohen*. 

Der verwendete Coli-Friersaft enthielt 5 mg 
Trockengewicht/cem und zeigte im Leerversuc! 
eine Entfarbungszeit von 285 Minuten, die sic! 
bei Cozymasezusatz auf die Halfte verkiirzte 
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Abb. 4. Spezifische Dehydrie- 

rungsintensitiit (//mg) verschie- y te Tersuchsreihe ist i! 
c > Ss sr ersucnsreimne | ll 

dener Substrate in Coli-Friersaft Das Erge bni de \ 

bei Zusatz von Codehydrase (und Abb. 4 zur Anschauung gebracht. Man er 


eventuell Semicarbazid). . POnee Pa : Mab aca rleichen 
(Die kleinen Zahlen iiber den kennt beim Vergle ich mit der “om gl ‘ 
Stapeln bedeuten Minuten Ent- Mastab gehaltenen — Abb. 3, daB weiter 


firbungszeit im Ansatz 8S. 69 mit 


° Y “aan : on . . Alert} itat 
5,0 mg Trockengewicht.) bei Co-Enzymergéinzung in ihrer Aktivita 


mit den den drei ,,Cytochromdehydrasen 
(S. 66) durchaus vergleichbare Dehydrierungsfermente im Friersat! 
nachweisbar sind; besonders deutlich trat der Co-Enzymeffekt bei der 
Glutaminodehydrase hervor, wo ohne Zusatz nur !/3, der in Abb. 4 ver- 
zeichneten Aktivitét festzustellen war. 


1 J.G. Dewan, Biochem. J. 32, 1378, 1938. — ? I. Banga u. v. S21"! 
Gyérgyi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 245, 113, 1937. — 3 N. B. Das, Biochem 
J. 81, 1116, 1937. — 4 P. P. Cohen, ebenda 33, 1479, 1939. 
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[soherung von Desmolasen aus Mikroorganismen. [. Si 

Ein orientierender Versuch an einem aus Bac. megatherium hergestellten 
Friersaft ergab, daB von den an B. coli gepriiften Substraten nur Bernstein- 
siure und Apfelsdure dehydriert wurden; auBerdem aber wurde darin noch 
eine sehr wirksame «-Glycerophosphatdehydrase nachgewiesen, deren spezi- 
fische Aktivitat J/mg diejenige der Succinodehydrase noch um iiber die 
Halfte tibertraf (0,48 gegen 0,30). Das gemeinsame Vorkommen der beiden 
letztgenannten Fermente in dem sonst offenbar dehydrasearmen Bazillus 
kommt imsofern nicht ganz iiberraschend, als schon Thunberg und Mit- 
arbeiter’ auf die nahe Verwandtschaft von Sucecino- und Glycerophosphat- 
dehydrase aufmerksam geworden waren. 


V. Autolyseversuche an gefrorenen Bakterien. 
1. Herstellung der Autolysate. 

Wie schon $8.73 ausgefiihrt, ist die Isolierung von Bakterien- 
dehydrasen nach der Friermethode hinsichtlich der Enzymausheute ein 
sehr verlustreiches Verfahren; der weitaus gréBte Teil, zum wenigsten 
der kalteresistenten Dehydrasen (S. 60), miiBte sich nach dem Frieren 
im Zentrifugierriickstand des Friersaftes vorfinden. Es wurde daher 
beschlossen, gelegentlich einmal einen derartigen Riickstand einer 
Autolyse, wie sie von Stephenson und Stickland (S. 58) frither an 
intakten Coli-Bakterien durchgefiihrt worden war, zu unterwerfen. Ein 
solcher Versuch erschien auch insofern lohnend, als diese Autoren nur 
Lactico- und Formicodehydrase, nach der jetzigen Kenntnis ,.nicht- 
komplexe Dehvdrasen* in dem 8. 66 erwaihnten Sinne, in den Auto- 
lysaten hatten nachweisen kénnen, zu jener Zeit aber andrerseits die 
Notwendigkeit von Co-Enzymen fiir viele Dehydrierungsreaktionen 
noch nicht erkannt war. Es war daher durchaus mit der Moéglichkeit 
mu rechnen, daB bei Ergdnzung des Co-Enzyms, das bei der Autolyse 
wahrscheinlich zerstért worden war, weitere Dehyvdrasen in den Autolvse- 
siften nachweisbar wiirden. 

Wir haben uns zur Gewinnung von Enzvmlésungen im wesentlichen 
an die Vorschriften der genannten Forscher gehalten und die Zell- 
riickstande von Frierversuchen bei py 7,5 und 37° 10 bis 20 Tage auto- 
lvsiert. Auf den von ihnen angegebenen Zusatz von 1°, NaF (als 
Antisepticum) und Trypsin (Stickland) haben wir verzichtet, da bei 
unseren kalteget6éteten Bakterien ohnedies eine raschere Autolyse zu 
erwarten war als bei intakten und langere Einwirkung von Fluorid 
nach Stickland (8.58) Lactico- und Succinodehydrase inaktiviert. 
Eine Infektion unserer Autolyseansitze durch Fremdorganismen lieB 
sich trotzdem bei mikroskopischer Priifung nie feststellen. 

Im einzelnen wurde so vorgegangen, da die gefrorenen Zell- 
riickstande von B. coli mit dem zehnfachen Volumen ihres Trocken- 


' T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 40, 1, 1920; G. Ahlgren, ebenda 
(Suppl.) 47, 1, 1925; N. Alwall, ebenda 55, 100, 1928; 58, 65, 1929. 
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gewichts (letzteres meist 3 bis 5g) an m/15 Phosphatpuffer vom py 7.5 in 
sterilen Erlenmeyern inkubiert wurden. Nach 10, 15 und 20 Tagen wurden 
mit einer sterilen Pipette je 10 cem des Autolysats entnommen und 
nach 20 Minuten langem Zentrifugieren bei 15000 Touren Minute 
Aktivitat und Trockengewicht der Enzymlésung bestimmt. 

Die klaren Zentrifugate zeichneten sich durch kraftige Gelbfarhung 
aus. Bei der Trockengewichtsbestimmung war zu beriicksichtigen, da 
bei dem langen Aufenthalt der Ansaétze im Brutschrank von 37° eine 
nicht unerhebliche Verdunstung erfolgt war: das (abzuziehende) 
Trockengewicht der Pufferlésung wurde daher aus Proben derselhen, 
die gleichlang wie die eigentlichen Ansatze inkubiert worden waren, 
bestimmt. Das (korrigierte) Trockengewicht der Autolysate lag in drei 
verschiedenen Reihen zwischen 15 und 25 mg/cem und nahm im all- 
gemeinen zwischen dem 10. und 20. Tage nicht mehr allzu stark zu 
Zum Vergleich sei erwahnt, daB das Trockengewicht dreier verschiedener, 
friiher erhaltener Coli-Friersdfte zwischen 5 und 14 mg/cem gelegen 
war: das mittlere Trockengewicht der Autolysate lag rund 2! ,mal 
héher als das der Friersafte (21 gegen 8,5 mg /ccm). 

2. Versuchsergebnisse an Autolysaten. 


Der Ansatz der Dehydrierungsversuche war: 
0,5 cem Enzymlésung, 
10 ecem m/10 Substratlésung (als Na-Salz), 
2,0cem H,O bzw. Codehydraselésung (1,5 mg enthaltend), 
0,5 cem m/5 Phosphatpuffer (px 7,5), 
0,5cem Methylenblaulésung 1: 5000 (etwa m/2000); 


bis auf das etwas gréBere Gesamtvolumen (5,0 ccm) und die auf die 
Halfte reduzierte Menge Enzymlésung entspricht die Zusammensetzuny 
der des ,,Normalansatzes* S. 69. 


Samtliche Substrate wurden ohne Codehydrasezugabe, Milchsiure, 
Apfelsaure, Glutaminsaéure und Glucose auBerdem noch mit Co-Enzymzusit: 
(gleiches Praparat wie 8.78) untersucht. [Zugabe von Semicarbazid zum 
Lactat- und Malatansatz wurde bei diesen Versuchen versehentlich unter 
lassen, so daB nach friiheren Erfahrungen (S. 77) die weiter unten gegebenen 
Aktivitatswerte fiir die beiden Dehydrasen allenfalls um etwa die Halift: 
zu miedrig sein diirften. } 

Da®B waihrend der Autolyse eine Zerst6rung der zelleigenen Codehydrase 
erfolgt, erkennt man daran, daB in den zusatzfreien Ansatzen nach 15 uni 
20 Tagen — in einer anderen Reihe bereits nach 10 Tagen ein Donatoive! 
moégen der A pfelsdure, Glutaminsdure und Glucose nicht mehr mit Sicherheit 
feststellbar war, obwohl aus den Parallelansitzen mit Co-Enzymzusatz «i 
Anwesenheit der betreffenden Dehydrasen einwandfrei hervorging. i 
Lactat-Dehydrierung erfolgte mit und ohne Cozymasezugabe innerhalb de! 
Fehlergrenzen gleich rasch, eine weitere Stiitze des schon friiher (S. 78 79) 
erhobenen Befundes, da diese Dehydrierungsreaktion nicht co-enzy1 


bedingt ist. 





vVurden 
nh und 


Minute 


drhu ng 
n, dah 


70 
‘ 


eine 
hende) 
selben. 
waren 
in drei 
im all- 
rk zu 
edener. 
selegen 


2 9 mal 


Aut «ale 


setzuny 


‘hsa re, 
mzusals 
id zum 
1 unter! 
rebe hel 


Halite 


hydrase 
15 und 
atolvel 
eherhe 
Satz «le 
ig. [ie 


alb der 


[sohierung von Desmolasen aus Mikroorganismen, I. 83 


Abb. 5 enthalt die Ergebnisse einer typischen Versuchsreihe, aus- 
vefiihrt am Zentrifugat einer 10 Tage autolysierten Riickstandssuspen- 
sion von gefrorenen Colibakterien. Beim Vergleich mit Abb. 4, die sich 
auf einen Friersaft des gleichen Organismus bezieht, fallt die teilweise 
erheblich gesteigerte Aktivitat der Lactico-, Malico-, Formico- und 
Glucosedehydrase auf, waihrend die Wirksamkeit von Glutamino- und 
Succinodehvdrase reduziert erscheint. 
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Abb. 5. Spezifische Dehydrie- Abb.6. Abhiingigkeit der spezifi- 
rungsintensitit (//mg) verschie- schen Dehydrierungsintensitat 
dener Substrate in 10 Tage alten verschiedener Substrate von der 
Coli-Autolysaten(Glutaminsiiure, Autolysendauer. 
Apfelsiure und Glucose mit Code- 
hydrasezusatz). 

(Die kleinen Zahlen iiber den 

Stapeln bedeuten Minuten Ent- 

farbungszeit im Ansatz der S. 82 

mit 10,5 mg Trockengewicht) 


Abb. 6 gibt den EinfluB der Autolysendauer auf die spezifische 
Aktivitat der einzelnen Dehydrasen wieder. Kiirzere Autolysezeiten 
(von etwa 10 Tagen) erweisen sich fiir die Mehrzahl der untersuchten 
Dehydrasen zweckmaBiger als langere. 

Eine Ausnahme macht nur die Formicodeh ydrase, bei der ein Aktivitats- 
anstieg erfolgt, und die Lacticodehydrase, bei der die Aktivitatswerte an den 
drei Untersuchungstagen innerhalb der Fehlergrenzen gleich sind; alle 
anderen Dehydrierungsenzyme verlieren wiahrend der Untersuchungszeit 
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an Wirksamkeit. (Die sich auf Bernsteinsiwe- und Glucosedehydi: 
beziehenden Pfeile der Abb. 6 sollen bedeuten, da die Aktivitat die. 
beiden Enzyme nach 20 Tagen wegen ihrer Kleinheit nicht mehr gen 
feststellbar war.) 

Vergleicht man die Abb. 4 und 5, so wird klar, daB zunachst einm 
hinsichtlich der spezifischen Aktivitdt der isolierbaren Dehydrasen das 
Autolyseverfahren dem Frierverfahren im allgemeinen iiberlegen ist 
Sieht man von Succino- und Glutaminodehydrase ab und _beriick 
sichtigt man die Benachteiligung der Lactat- und Malatansatze von 
Abb. 5 durch den fehlenden Semicarbazidzusatz, so ergibt sich, dai 
die spezifische Aktivitat einer Reihe von Dehydrasen im Autolysat 
etwa zwei- bis dreimal gréBer ist als im Friersaft. Das Beispiel de: 
Succinat- und Glutaminatdehydrierung, die im Autolysat (bei gleichem 
Trockengewicht) nur etwa halb so rasch verlaufen wie im Friersaft 
(vgl. auch Abb.3), macht andrerseits wahrscheinlich, daB gewisse 
Dehydrierungsenzyme im Verlauf der Autolyse eine nicht unerhebliche 
Schadigung erfahren. 

In allgemeinerer Form geht diese Tatsache aus Abb. 6 hervor. Es 
wird stets vom Verhaltnis der Freilegungs- und der Inaktivierungsgeschwin 
digkeit abhangen, welche Enzymmenge zu einem bestimmten Zeitpunkt 
faBbar ist. In diesem Zusammenhang erscheint die mindestens iiber eine 
Reihe von Tagen wenig veranderliche enzymatische Aktivitat der Autoly-e 
ansitze im Vergleich zur geringen Stabilitat der Frieisafte (S. 74) immerhin 
beachtlich. Die Bestandigkeit der zentrifugierten Autolysate ist noch nicht 
gepriift worden. 

Ausgesprochener als hinsichtlich der erhaltenen ELnzymaktiritit 
ist die Uherlegenheit der Autolysenmethode gegeniiber dem Frier 
verfahren im Hinblick auf die Enzymausbeute. Die Verhaltnisse gehen 
am besten aus der nachstehenden Tabelle IX hervor, in der die Mitte!- 
werte fiir je drei Frier- und Autolysensafte aus 8B. coli einander gegen. 
iibergestellt werden. 

Tabelle IX. 





Pufferzusatz Daraus Trocken- Gesamt- etree 
Art der pro g Bakterien- zentrifugierte gewicht trocken- Bakteri “4 
peer . to : »m)i . swic akterien- 
Enzymlésung | trockengewicht Enzymldésung pro cem gewicht eredbunenwichts 
ecm ecm mg mg 
Friersaft . . 5 4,5 8,7 39 3,9 
Autolysat . 10 8,5 21,0 178 17,8 


Die Trockengewichtsausheute ist also in den Autolyseansatzen im 
Durchschnitt 4!1/,mal gr6éRer als in den Frierversuchen. Fiir die in 
ersteren ,,begiinstigten’* Dehydrasen (siehe oben) diirfte danach cie 
isolierte Enzymmenge im Autolysat rund 10- bis 15mal gréfBer sein als 
im Friersaft ; auch in den ungiinstigeren Fallen (Succino- und Glutamino- 
dehydrase) liefert die Autolyse immer noch zwei- bis dreimal meli! 
Enzym als das Frierverfahren. 
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Isolierung von Desmolasen aus Mikroorganismen. I. SO 


Es erschien nach diesen Befunden von Interesse. spez. Aktivitat 
und Menge des zellgebundenen Ferments mit den entsprechenden Werten 
des isolierten Ferments an einigen Beispielen quantitativ miteinander 
zu vergleichen, was frither (S. 73) fiir den Fall der Lacticodehvdrase 
des Friersaftes nur in allererster Annaherung erfolgt war. 

Zur Schaffung einer Vergleichsbasis wurde in Ansatzen von der Zu- 
sammensetzung des S. 82 gegebenen das Dehydrierungsvermégen wechseln 
der Mengen von ,.ruhenden* Colibakterien gegenitber den Donatoren 
Lactat, Formiat und Succinat bestimmt. Die Bakterienmengen variierten 
zwischen 1,25 und 1limg, die Entfdrbungszeiten beim Lactat zwischen 1.8 
und 20 Minuten, beim Formiat zwischen 9 und 104 Minuten und beim 
Suceinat zwischen 3 und 
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Bei Proportionalitat zwi- von Autolysaten (4) und Friersiften (F) mit denjenigen 
schen letzterer und der intakter Bakterien. 
Entfarbungsgeschwindig- 

keit sind Parallele zur Abszisse zu erwarten, was fiir Lactat und For- 
miat tatsachlich, fiir Succmat aber merkwiirdigerweise nicht zutrifft. 
Da ein ,,Co-enzym-Verdiinnungseffekt'*, wie ihn Yudkin' im Falle der 
Glucosedehydrase zur Erklarung heranzieht, fiir die Suecinodehydrase 
nicht in Frage kommt, bleibt wohl nur die Deutung einer Enzymschadigung 
z. B. durch Methylenblau) bei langeren Versuchszeiten, wofiir auch Yud- 
kins Arbeiten Hinweise enthalten.] 

Mit der jeweiligen Bezugskurve durch Klammern verbunden, sind in 
Abb. 7 weiterhin die J mg-Werte von Autolysaten (4;, Ap, As) und Frier- 
siften (f',;, Fr, F's) eingetragen. Fiir erstere wurden die (Mittelwerts-) 
Daten der Abb. 6 nach l5tatiger Autolyse, fiir letztere Durchschnittswerte 
ler Versuchsreihen in Abb. 3 und 4 verwendet. 


Bei der isolierten Lacticodehydrase des Autolysats stellt man hin- 
sichtlich der spez. Aktivitaét eine einwandfreie Uberlegenheit, bei der 
Formicodehydrase eine nicht erhebliche, bei der Succinode hydrase eine 
betrachtliche Unterlegenheit gegeniiber dem zellgebundenen Ferment 
lest. Friersdjte sind stets weniger aktiv als die intakten Bakterien, und 
zwar sinkt das Aktivitatsverhaltnis von etwa |, bei der Lacticodehvdrase 


J. Yudkin, Biochem. J. 27, 1849, 1933: 28, 1454, 1934. 
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bis auf !/,)5 bei der Formicodehydrase. Die Tabelle X enthalt ei; 
Zusammenstellung der Aktivitétsverhaltnisse — die Indices A. F und & 
beziehen sich auf Autolysat, Friersaft und intakte Bakterien - aus 
denen sich durch Multiplikation mit den prozentualen Trockengewichts. 
verhaltnissen (letzte Spalte von Tabelle IX) die prozentualen Enzyy- 
ausheuten ergeben. 

Tabelle X. 





(//mg) 4 (1/mg)p (img) 4 (1;mg), 


Dehydrase %% Tr.-Gew. 4 '5 Tr.-Gew } 


(1/mg) p (Ijmg)p CU mg) RB U mg) R 
Lacticodehydrase 1,34 0,54 ‘| 24 2,1 
Formicodehydrase 0,78 0,11 14 0,4 
Succinodehydrase 0122. |. 02772 | mer Oe 


Man erkennt aus der Tabelle, daB sich bei der Autolyse rund ! , 
der Lacticodehydrase, 1/, der Formicodehydrase, aber nur einig: 
Prozente Succinodehydrase aus dem Zellmaterial gewinnen lassen: die 
Friermethode liefert mit etwas anderer Abstufung durchwee nur 
Enzymausbeuten zwischen 2 und 1/, °,. 

Die Ausbeuten an anderen Enzymen, insbesondere Co-enzymdehy- 
drasen wie Malico- und Glutaminodehydrase, diirften bei der Autolys¢ 
von ahnlicher Gr6éBe seim wie die an Lactico- und Formicodehydrase, da 
die erstgenannten Fermente nach den Literaturangaben! bereits im Bak 
terium in geringerer Menge vorhanden zu sein scheinen als die drei ,,Cyto- 
chromdehydrasen**. Die Unsicherheit des Methylenblautests bei intakten 
Bakterien (S. 66) macht quantitative Ausbeuteangaben fiir die ,,komplexen 
Dehydrasen* zunachst unmédglich. 

> . > . . . 

Uber die Léslichkeitseigenschaften der Autolysatdehydrasen haben 
wir uns nur in einer abgekiirzten Versuchsreihe orientiert, deren Ergebnis 
Tabelle XI mitteilt. 

Es wurde die Aktivitat eines 15 Tage alten zentrifugierten Autolys« 
daftes (25mg Tr.-Gew./eem) gegeniiber verschiedenen Donatoren vor (A 
und nach (B) dem Filtrieren durch ein bakteriendichtes Filter (Porenweit: 
lu, vgl. 8.75) im Ansatz der 8. 82 (gegebenenfalls mit Codehydrasez 


satz) gepriift. 


Tabelle XI. 





I 
Substrat 
4 B 
Ameisenséure ......... 12,5 < 0,6 
Bernsteinsaure . 2.9 < 0,6 
Milchsadure ....... se 54.7 57,2 
Alo ehaare i... 0... s)sas 8,8 5,2 
Glutaminsiure ...... : 9,8 3.5 


' Vgl. z. B. J. H. Quastel, Ergebn. d. Enzymforsch. 1, 209, 1932: Lb. / 
Gale u. Stephenson, Biochem. J. 38, 1245, 1939. 
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Isolierung von Desmolasen aus Mikroorganismen. I. S7 


Wahrend die Formicodehydrase im KEinklang mit anderen 
Literaturangaben (S. 58) und die — allerdings an sich schon wenig 
aktive — Succinodehydrase bei der Filtration ihre Wirksamkeit im 


wesentlichen eimbiBen, behalten sie Lacticodehydrase unvermindert, 
Malicodehydrase zu rund 2... Glutaminodehydrase zu fast 2/; bei. Auch 
die beiden Co-enzymdehydrasen sind demnach als wenigstens zum 
Teil , lésliche*’ Enzyme anzusprechen. 

DaB die Verwendung gefrorener Bakterien als Ausgangsmaterial 
der Autolyse derjenigen von intakten Organismen vorzuziehen ist, 
glauben wir aus einem Versuch schlieBen zu miissen, in dem 2 g nicht 
vorbehandelter Colibakterien einer 15tagigen Autolyse unterworfen 
wurden. Nach dieser Zeit war ein fast gl ycerinartig zabfliissiges Autolysat 
vebildet worden, das sich nur sehr schwer und unter groBen Ver- 
lusten klarzentrifugieren lie}. Nur 5ccm Zentrifugat konnten gewonnen 
werden, wahrend ein Parallelansatz mit gefrorenen Bakterien rund 
15 cem lieferte. Das Trockengewicht der Enzymlésung war im ersteren 
Falle um etwa die Halfte gréBer, die spezifische Aktivitat 
verschiedenen Substraten im Durchschnitt nur etwa halb so groB wie 


gegentiber 
im letzteren Falle. Wenngleich wir diesen aus einem einzigen Versuchs- 
paar ermittelten quantitativen Unterschieden keine allzu groBe Be- 
deutung beimessen méchten, spricht doch die Gesamtheit der Befunde 
eindeutig fiir die Verwendung von gefrorenem Zellmaterial zu Autolyse- 
versuchen. Ob ein grundsatzlicher EinfluB der ,,Tétungsart’: auf den 
Autolyseverlauf besteht, soll noch untersucht werden. 


VI. Zusammenfassung. 

1. Die groBen qualitativen und quantitativen Unterschiede, die 
sich bei der aeroben Dehydrierung organischer Sauren durch verschiedene 
Bakterienarten zeigen, finden sich bei anaerober Versuchsfiihrung nur 
zum kleinsten Teile wieder. Mit ziemlicher RegelmaBigkeit lassen sich 
nach der Methylenblaumethodik nur Lactico- und Suecinodehydrase 
in ,.ruhenden** Bakterien nachweisen; in einigen Fallen kommen noch 
Ameisensaure, Apfelsaure und Brenztraubensaure (sehr wahrscheinlich 
auch Glutaminsaure) als wirksame Donatoren hinzu. Die mutmaBlichen 
Ursachen dieser Diskrepanz werden diskutiert. 

2. Durch wiederholtes Frieren und Wiederauftauen verschiedener 
Bakterienspezies, die sich dabei zum Teil verfliissigen, lassen sich klare, 
zellfreie Zentrifugate erhalten, die — je nach der Bakterienart — Milch- 
saure, Bernsteinsiure und Ameisensiure mit wechselnder Intensitat 
zu dehydrieren vermégen. Meist ist die Aktivitat der drei Dehydrasen 
in der angegebenen Reihenfolge abgestuft, u.a. auch in B. coli, dessen 
Friersiifte unter den 14 untersuchten Bakterienarten die beste Durch- 
schnittsaktivitaét zeigten; in anderen Fallen kann nur eine Dehydrase 
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in héherer Aktivitat isoliert werden, z. B. Lacticodehydrase aus 
lutea, Succinodehydrase aus Bac. megatherium. In Friersaften aus / 
Bakterien wurden auBer den drei genannten Dehydrierungsfermente; 
nach Co-Enzymzusatz noch die Dehydrasen der Glutaminsaure, Ap 
saure und Glucose in zum Teil erheblicher Menge nachgewiesen 

3. Die Lacticodehydrase der Bakterien bedarf zu ihrer Funktio; 
(genau wie die Formico- und die Succinodehydrase) keines dialysabjle; 
Co-Ferments; in dieser Beziehung entspricht sie dem Hefeferment 
unterscheidet sie sich vom tierischen Enzym. 

4. Durch 10- bis 20tagige Autolyse gefrorener Coli-Bakterie; 
gelingt es gleichfalls, alle erwahnten Dehydrasen in zellfreie Lésung 7) 
bringen. Die spezifische Aktivitat der Fermente ist — von Succino- und 
Glutaminodehydrase abgesehen — im Autolysat gréBer als im Friersatt 
die Enzymausheute wegen des gleichzeitig erheblich héheren Trocke: 
gewichts der Autolysate durchweg wesentlich besser als in den Frie 
saften. Rund !/, der Lacticodehydrase, 1/, der Formicodehydrase (doc! 
nur wenige °%, der Succinodehydrase) des intakten Bakteriums werde: 
so in den Autolyselésungen wiedergefunden, wahrend die Friermethode 
ahnlich wie das Buchnersche Prebsaftverfahren bei Hefe und Schimmel- 
pilzen — nur Ausbeuten in der GréBenordnung von einem bis einigen | 
liefert. (Dies gilt fiir B. coli, bei anderen Organismen, z. B. Bac. meya- 
therium, scheinen die Verhaltnisse giinstiger zu liegen.) Die Autolys: 


intakter Bakterien weist gegeniiber derjenigen gefrorener Zellen ver- 


schiedene Nachteile auf und laBt nicht die mit letzteren erzielten Aus- 
beuten erreichen. 

5. Nach Filtration der auf die eine oder andere Art gewonnene! 
Enzymlésungen durch bakteriendichte Filter (1 4 Porenweite) fincet 
man die Formicodehydrase nicht mehr, die Lacticodehydrase vollstandig 
die iibrigen Dehydrasen teilweise im Filtrat. 

6. Die beiden Verfahren der Friersaft- und der Autolvsatdarstellung 
aus gefrorenen Zellen diirften sich generell fiir die [solierung von Des- 
molasen aus Bakterien und woh! auch anderen Mikroorganismen eignen 


Der Miinchener Universititsgesellschaft danken wir fiir die finanzi 
Unterstiitzung der vorliegenden Untersuchung. B. Banerjee spricht auiser- 
dem der Alexander von Humboldt-Stiftung fiir das ihm verliehene Stipen:| 
seinen ergebenen Dank aus. 
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Beschreibung eines Mikro-Extraktions- 
und Veraschungsapparates. 
Von 
Otto Seuberling. 
(Aus der Nervenabteilung der Med. und Nervenklinik der Universitat 
Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 13. Marz 1940.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Bei gréBeren Reihenversuchen von Mikroveraschungen in kleinen 
Kélbchen von etwa 10 cem erwiesen sich die bisher tiblichen Mikro- 
veraschungsgestelle als unzureichend. Wollte man ein Uberkochen 
und Herausspritzen des Veraschungsgutes aus diesen kleinen Kélbchen 
vermeiden, so muBte die Flamme des Mikrobrenners sehr klein gestellt 
werden, was zu einer erheblichen Verzégerung des Veraschungsvorganges 
und damit zu einem groBen Zeitverlust fiihrte. Aber auch dann war 
eine dauernde Uberwachung der ganzen Apparatur wahrend mehrerer 
Stunden notwendig, da erfahrungsgemaiB doch immer wieder einmal 
ein Kélbchen ,,spritzte‘, woraus, falls der Vorgang nicht bemerkt 
wurde, fehlerhafte Ergebnisse resultierten. 

Wir sind daher bereits bei Ausarbeitung unserer ,,Mikrophosphor- 
bestimmung im Liquor’! gemeinsam mit 7'ropp und Eckardt von der 
Verwendung der normalen Mikroveraschungsgestelle im Reihenversuch 
abgekommen und haben die Veraschung in den kleinen, 10 cem fassenden 
Kélbchen mit der Hand iiber freier Flamme durchgefiihrt. Ich habe 
damals zum Festhalten der K6lbchen einen einfachen Halter ent- 
wickelt, der sich bei kleineren Reihenversuchen bis zu 15 K6élbchen 
sehr bewahrt hat und der gegeniiber dem normalen Mikroveraschungs- 
gestell sogar einen nicht unerheblichen Zeitgewinn ermdéglichte. Die 
bisher noch nicht ver6ffentlichte Konstruktion des Halters zeigt Abb. 1. 

Er besteht aus einem starren und einem beweglichen Teil. Der 
starre Teil (in Abb. 1 mit a bezeichnet) ist ein einfacher Eisenstab, 
dessen hinteres Ende in einen Handgriff auslauft, wihrend am vorderen 
Ende ein bogenférmig ausgefeiltes Kopfstiick aufgeschraubt ist. Dieses 
dient als Widerlager fiir das einzuspannende Kélbchen. Das bewegliche 
Teilstiick des Halters (in Abb. 1 mit 6 bezeichnet) tragt in seinem 
Mittelstiick eine Durchbohrung, durch die Teil a nach Abschrauben des 
Kopfstiickes durchgesteckt wird. Das Kopfstiick wird nunmehr wieder 


1 Diese Zeitschr. 290, 320, 1937. 
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aufgeschraubt, nachdem noch eine entsprechende Druckfeder eingelect 
wurde. Das Einspannen des Kélbchens geschieht in der Weise, da{j 
Teil 6 nach vorn geschoben wird, wobei das Ansatzréhrchen als Hand. 
habe dient. Das Kélbchen wird nun auf das Kopfstiick des Teiles 
aufgelegt. Sodann wird das Ansatzr6éhrchen losgelassen, so da die 
Druckfeder in Tatigkeit tritt und mit Hilfe der beiden Haken des 
Teiles b das Kélbchen gegen das Kopfstiick des Teiles a preBt. Das 
Kélbchen sitzt auf diese Weise fest im Halter und die Veraschung iiber 
freier Flamme kann bequem vorgenommen werden, zumal ein rasches 
Schiitteln des Kélbchens sehr leicht und ohne Anstrengung miéglich 
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Abb. 1. Halter fiir Handveraschung. 


ist. Die Veraschungsdauer wird auf diese Weise auf 1 bis 2 Minuten 
heruntergedriickt. Das Ausspannen des K6élbchens geschieht iiber einem 
entsprechenden Gestell lediglich durch Vorschieben des Ansatzréhrchens 
von Teil 6. Fiir die Konstruktion des Halters ist es wesentlich, daf der 
gesamte Halter so leicht wie méglich gebaut wird, um ein zu rasches 
Ermiiden der Hand bei Veraschen groBer Serien zu verhindern. 

Die Ausarbeitung einer fiir groBe Serienversuche geeigneten Mikro- 
bestimmungsmethode fiir Lecithasen im Liquor stellte an die Ver- 
aschungstatigkeit erhéhte Anspriiche, zumal hier in Doppelversuchen 
gearbeitet werden muBte, um den Lecithingehalt einer Versuchslésung 
vor und nach Einwirkung der Lecithasen auf dem Umweg iiber den 
Lipoidphosphor festzustellen. Das bedeutete z. B. bei einem Serien- 
versuch von 30 Bestimmungen, daB 60 Réhrchen (das Herunterspiilen 
mit eingerechnet) je dreimal verascht werden muBten. 
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Bei einer Veraschungszeit von durchschnittlich 1,5 Minuten mit 
der Hand iiber freier Flamme betragt also die reine Veraschungszeit 
180. 1,5 Minuten, das sind 4 Stunden und 30 Minuten. Da hierbei 
mit einer erheblichen Ermiidung der Hand des Untersuchers, die die 
Schiitteltétigkeit tibernimmt, zu rechnen ist, war in Wirklichkeit die 
bendtigte Zeit ungleich gréBer. 

Wir haben deshalb einen Apparat konstruiert, der das Schiitteln 
der Kélbchen beim Veraschen iiber freier Flamme automatisch vornimmt 
und der das gleichzeitige Veraschen von 30 Kélbchen in einem Arbeits- 
gang zulaBt. Es wird hierfiir ungefahr die gleiche Zeit bendtigt, wie bei 
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Abb. 2. Mikro-Extraktions- und Veraschungsapparat (schematisch). 


der Veraschung mit der Hand fiir ein Réhrchen. Bei der Konstruktion 
zeigte sich weiter, da der Apparat mit geringen Abianderungen auch 
fiir Mikroextraktionen im Serienversuch zu verwenden war, so dab 
nunmehr auch die Extraktion der Lipoide maschinell vorgenommen 
werden konnte!, 

Das Grundprinzip des Apparats veranschaulicht in schematischer 
Weise Abb. 2. Die Haltevorrichtung fiir die Veraschungskélbchen bzw. 
die Extraktionsréhrchen ahnelt sehr dem eingangs beschriebenen 
Halter fiir die Handveraschung. Wir haben hier lediglich die Druck- 
feder, die zum Festklemmen der Kélbchen dient, nach hinten verlegt, 
um eine Schaidigung derselben durch iibermaBige Erhitzung zu ver- 
meiden. Das Mittelstiick, das bei dem eingangs beschriebenen Halter 

' Entsprechende Apparate werden hergestellt bei der Firma Mecha- 
nische Werkstitte Hans Séllner, Wiirzburg, Goethestr. 
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als Kopfstiick und Widerlager konstruiert war, ist hier beweglich 
staltet und als Haltehaken ausgebildet, wahrend die bisherigen Halt: 


haken als Kopfstiicke und Widerlager fiir das _ festzuklemmende 


K6élbchen dienen. 

Auf einer waagrechten Eisenstange sind nun in entsprechendem 
Abstand und gegeneinander versetzt 30 derartiger Haltevorrichtungen 
montiert. Diese Eisenstange mit ihrer Montage kann nun iiber einen 
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Abb. 3. Apparat in Anordnung als Mikro-Veraschungsgerat. 


Exzenter mit Motorantrieb in waagrechte Hin- und Herbewegungen von 
etwa 5 bis 6 cm Ausschlag versetzt werden. Senkrecht unter den Ver- 
aschungskélbchen befindet sich ein Mikrobrenner mit 30 kleinen Bunsen- 
btennern, die einzeln abgeschaltet werden kénnen. Eine Schiittel- 
frequenz von 150 pro Minute reicht véllig aus, um ein Spritzen oder 
Uberkochen auch bei scharfer Flamme mit Sicherheit zu verhindern. 
Das Aus- und Einspannen der Kélbchen geschieht auf sehr einfache 
Weise dadurch, daB man den mittleren Befestigungshaken der Halte- 
vorrichtung, der eine Durchbohrung tragt, mit Hilfe eines gew6hnlichen 
Hakens nach vorn zieht und das freiwerdende Kélbchen mittels eines 
Reagensglashalters abnimmt. 

Bringt man nun zwischen Bunsenbrenner und Haltevorrichtung 
ein Wasserbad an, so laBt sich der Apparat als Mikroextraktionsapparat 
verwenden. Als Extraktionsréhrchen dienen schmale Reagensglaser, 
in die das Extraktionsgut sowie die Extraktionsfliissigkeit (etwa 3 
bis 4 cem) eingebracht werden. Die Riickflu8kiihlung wird bewirkt durch 
einen stark laufenden Ventilator, der einen starken Luftstrom tiber den 
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aus dem Wasserbad herausragenden Teil der Reagensglaser streichen laBt. 
Kin StoBen der Fliissigkeit wird durch die Schiittelbewegung des 
Apparats mit Sicherheit vermieden. Sind die Reagensglaser geniigend 
lang, so gentigt der Luftstrom vdéllig, um eine einwandfreie Riickflub- 
kithlung zu gewahrleisten. Wahlt man jedoch aus technischen Griinden 
die Extraktionsr6hrchen etwas kiirzer, so verhindert ein einfaches Ver- 
schlieBen mit Gummistépseln mit Sicherheit einen Verdampfungs- 





Abb. 4. Apparat in Anordnung als Mikro-Extraktionsgeriit. 


verlust der Extraktionsfliissigkeit. Ein Herausfliegen des Stépsels 
infolge Uberdrucks konnte bei gut funktionierender Luftkiihlung nie 
beobachtet werden. Die Intensitat des Siedens laBt sich durch héheres 
oder tieferes Eintauchen der Extraktionsréhrchen in das Wasserbad 
beliebig variieren. Die Fehlergrenzen bei Benutzen des Apparats liegen, 
wie zahlreiche Versuche zeigen, durchschnittlich zwischen 1 und 2°, 
wobei jedoch die Fehlerbreite der Gesamtmethode der Phosphor- 
bestimmung bereits inbegriffen ist. 














Ascorbinsiiure und Leberesterase. 
Von 
Heinrich Kraut und Anne Weischer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund 
Miinster.) 
(Eingegangen am 3, April 1940.) 

In einer Untersuchung iiber Struktur und Eigenschaften de: 
Esterasen glaubten W.v. Pantschenko-Jurewicz und H. Kraut einen 
Zusammenhang zwischen Ascorbinséure und Leberesterase gefunden 
zu haben!. Ihre Esterasepraparate besaBen, wenn auch in geringem 
Umfang, das Reduktionsvermégen der Ascorbinséure. In gereinigten 
und mit Kieselgur vorbehandelten Praparaten rief der Zusatz von 
Ascorbinsaure eine Steigerung des Spaltungsvermégens hervor. Ebenso 
fanden sie den Esterasegehalt von Blut und Leber nach Ascorbinsaure- 
zufuhr beim lebenden Tier erhéht. Allerdings waren zur Aktivierung 
bzw. Reaktivierung von inaktiven Esterasepraparaten Ascorbinsiure- 
mengen notwendig, deren Reduktionsvermégen das der _ Esterase- 
praparate weit tibertraf. Es wurde daher die Annahme gemacht, dab 
die Ascorbinséiure zwar nicht direkt ein Bestandteil der Leberesterase 
sei, wohl aber nach einer Umwandlung mit dem Pheron der Leber- 
esterase zum Esterasesymplex zusammentrete. 

Diese Befunde konnten von Z. J. Kertesz? nicht bestatigt werden 
Weder fand er in seinen Leberesterasepriparaten eine Reduktion von 
Dichlorphenol-indophenol, noch konnte er durch Zusatz von Kieselgur 
gereinigte Leberesterasepraparate (von E. W. 80 bis 100) inaktivieren 
-und durch Zusatz von Ascorbinséure wieder aktivieren. Er bestreitet 
daher, da Ascorbinsaéure ein Bestandteil der Leberesterase sein kOnne 

Inzwischen ist die Untersuchung von Pantschenko und Kraw/ 
durch B. Scholz und seine Mitarbeiter in Beziehung gebracht worden 
zu der giinstigen Wirkung von Ascorbinsdéure auf den Verlauf tuber 
kuléser Erkrankungen. J. Mosters? erreichte bei normalen Menschen 
betrachtliche Steigerungen der Blutesterase durch perorale Zufuhr von 
Ascorbinsaure, und A. van Oordt* beobachtete eine deutliche Vermehrung 
der Esterase- und Butyrasewerte des Blutes bei Tuberkulésen, und 
zwar in annahernder Ubereinstimmung mit der Schwere der Erkrankung 

W. Kriiger 5 stellte fest, daB die Steigerung des Blutlipasespiegels 
durch Ascorbinséiure von der Art ihrer Darreichung abhangig ist 


! Diese Zeitschr, 285, 407, 1936. — 2 Arkiv for Kemi, Min. och Geol. 12. 
1, 1938, Nr. 57. 3 Klin. Wochenschr. 15, 1557, 1936. — #4 Deutsch 


med. Wochenschr. 50, 2047, 1936. —- ° Klin. Wochenschr. 18, 19, 1989 
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Perorale Zufuhr war gleichmaBiger wirksam als intravendse, aber auch 
bei intravendser Zufuhr wurde meist eine betrachtliche Vermehrung 
der Blutlipase erreicht. Die giinstige Wirkung der Ascorbinsaure auf 
die Heilung der Tuberkulose konnte nicht nur am Menschen, sondern 


nach R. Prigge} auch an infizierten Meerschweinchen beobachtet 
werden. B. Scholz? sieht gerade in der Vermehrung der Blutlipase die 


Ursache fiir den Erfolg der Ascorbinséuretherapie, da durch die Lipase 
die Tuberkelbazillen ihres Fettpanzers beraubt werden kénnen®. 

Einen weiteren Zusammenhang von Ascorbinsaure und Leberesterase 
deckten K. Felix und A. Mager’ in einer Untersuchung iiber Ver- 
bindungen des Clupeins mit einigen prosthetischen Gruppen auf. Sie 
fanden, dafS Ascorbinsaure selbst ein geringes Spaltungsvermégen fiir 
Ester besitzt und daB dieses Spaltungsvermégen durch die Verbindung 
mit Clupein noch verstarkt wird. 

Um die Widerspriiche zwischen unseren friiheren Befunden und 
denen von Z. J. Kertesz aufzuklaren, haben wir die enzymatische 
Untersuchung iiber den Zusammenhang von Ascorbinséure und Leber- 
Wir finden auch jetzt im Gegensatz 
Xeduktion 


esterase wieder aufgenommen. 
mu Kertesz in allen Esterasepraiparaten eine nachweisbare 
von Dichlorphenol-indophenol. Auch gelingt es uns regelmaBig, die 
Leberesterase in der friiher angegebenen Weise mit Kieselgur zu in- 
aktivieren. Setzt und mit Kieselgur_ in- 
aktivierten Praparaten Ascorbinséure zu, so beobachtet man allerdings 
eine vermehrte Spaltung von Methylbutyrat, also anscheinend eine 
Aktivierung. Aber der Umfang der Spaltung iibersteigt niemals die 
Summe der verbliebenen Esterasewirkung und der Eigenwirkung der 
Ascorbinséiure auf die Letztere ist in unseren An- 
sitzen wesentlich gréBer als bei der Versuchsanordnung von Felix 
und Mager. Die SchluBfolgerung von Kertesz, daB die Ascorbinsaure 
kein Bestandteil der Leberesterase sei, trifft also zu. Da uns die Eigen- 
wirkung der Ascorbinsaiure auf die Esterasespaltung entgangen war, 
hat unseren damaligen Irrtum veranlaBt. Wir wurden in ihm bestarkt 
durch den merkwiirdigen Umstand, daB Ascorbinsaure die Bestandig- 
keit vieler Leberesterasepraparate vermindert und dadurch die Summe 


man diesen gereinigten 


Esterspaltung. 


der beiden Wirkungen verkleinert, wahrend sie die Bestandigkeit der 
mit Kieselgur behandelten Praparate weniger oder gar nicht beeinfluBt. 
So schien es, als wiirde die Aktivierung der teilweise inaktivierten 
Esterasepriparate erst bei hdheren Reinheitsgraden und nach der Ab- 
trennung von Esteraseagon eintreten. 


' Berichte iiber den I. Internat. Kongref der Therapeutischen Union 
in Bern. S.D. (1937). — ? Deutsch. med. Wochenschr. 11, 374, 1938. 
— * H. Kraut u. H. Burger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 209, 49, 1932; 253, 
105, 1938. — 4 Zeitschr. f. physiol. Chem. 249, Lil, 1937. 
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Nach der Beobachtung von Felix und Mager iiber die Steigerunys. 
fahigkeit des Esterspaltungsvermégens der Ascorbinsaéure durch Clupein 
wird man die Ascorbinsaure als ein Modell der Esterasen betrachten 
kénnen, das die Wirksamkeit der besten Esterasemodelle von W. Lanyey. 
heck und F. Baehren' allerdings bei weitem nicht erreicht. 

Nicht widerlegt ist hierdurch die Annahme von B. Scholz, dak die 
Vermehrung der lipolytischen Fermente durch Ascorbinsadurezufuhr 
mit der therapeutischen Wirkung bei Tuberkulose zusammenhianye 
Aber diese Steigerung ist nicht eine Neubildung von Esterase durch 
Vereinigung von Ascorbinséure oder einem reduzierenden Ascorbin- 
siureabkémmling mit Esterasepheron, sondern ein komplizierter Stoff- 
wechselvorgang. Er wird vermutlich in einer Steigerung der Leber. 
taitigkeit bestehen. 

Experimenteller Teil. 
1. Methylbutyratspaltung durch Ascorbinsdure. 

Die Beschleunigung der Methylbutyratverseifung durch Ascorbin 
siure beim px-Optimum der Leberesterase (8,6) ist gering, aber gut 
reproduzierbar. 

leem Methylbutyrat (frisch destilliert) wurde in 20 cem Ammoniak 
Ammonchlorid-Puffer vom py 8,6 gebracht, auf 100 cem mit Wasser aut 
gefiillt und bei 30° 1 Stunde aufbewahrt, dann 20 cem davon titriert. 


0,16 
Verbrauch: 0,12 | Durchsechnitt 0,15 cemn/20 KOH = 0,5°, Spaltung 
0,16 


Setzte man auBerdem 3 mg Ascorbinsaéure zu, so erhielt man einen Ve! 
brauch von 0,22 bzw. 0,24 cem n/20 KOH fiir je 20 cem des Ansatzes, also 
einen Mehrverbrauch von 0,40 cem auf den gesamten Ansatz. 5 mg Ascorbin- 
siure gaben in demselben Ansatz einen Zuwachs von 0,11 cem n 20 KOH 
auf 20 cem oder 0,55 cem auf den gesamten Ansatz. 

In den Versuchen von K. Felix und A. Mager war die Spaltung 
durch Ascorbinsiure, da ohne Puffer und in konzentrierter Losung 
gearbeitet wurde, noch geringer. Sie fanden mit derselben Menge 
Ascorbinsiure erst in 6 Stunden eine der unserigen entsprechende 
Spaltung. Clupein steigerte die Spaltung auf ungefahr das Dreifache 


2. Methylbutyratspaliung durch Leberesterase und Ascorbinsdure. 


a) Versuche ohne vorangehende Inaktivierung der Leber- 
esterase. 

Die Leberesterasepriparate wurden durch Extraktion von mit 

Aceton getrockneter Schweineleber mit n/40 NH; gewonnen und zwei- 

mal mit Bleiphosphat nach der Vorschrift von H. Kraut und W. v. Pant- 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 69, 514, 1936. 
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echenko! voradsorbiert, wobei etwa 40°, der Esterase herausgenommen 
wurden. Dann wurde 90°, des verbliebenen Enzyms an Bleiphosphat 
adsorbiert, mit n/4 Ammoniak eluiert und die Elution mit ver- 
diinnter Essigséure neutralisiert. Der Reinheitsgrad nach der ersten 
Voradsorption betrug etwa E. W. 30. Haufig brachte die zweite Vor- 
adsorption keinen Reinheitszuwachs. Dann war es notwendig, zwischen 
die beiden Voradsorptionen eine Dialyse einzuschalten. Die Reinheit 
steigt dadurch auf E. W.40 nach der zweiten Voradsorption. Auch 
die Hauptadsorption brachte wechselnde Ergebnisse. Manchmal war 
die Esterase nur zu einem geringen Teil eluierbar und der Reinheits- 
grad der Elution schlecht. In gut gelungenen Praparaten war der Rein- 
keitsgrad der Elutionen 90 bis 100. 

Auf jeder Stufe der Reinigung priiften wir den Zusatz von Ascorbin- 
siure, in der Erwartung, daB sich mit tiberschiissigem Pheron ein 
Zuwachs an Ester spaltendem Enzym bilden kénnte. 

Um dieser Bildung die notwendige Zeit zu lassen, wurden die 
Praparate mit Stickstoff durchgespilt und mit Paraffin iiberschichtet, 
damit keine Oxydation der Ascorbinsaure eintreten konnte. Das 
Ergebnis ist in Tabelle I dargestellt. Statt einer Aktivierung ist durch 
die Ascorbinséure bei dem Praparat 9 eine Inaktivierung eingetreten; 
sie ist im Extrakt eben erkennbar und betragt bei der Elution der Blei- 


Tabelle I. Wirkung der Ascorbinsaure auf unvorbehandelte 
Leberesterase. 





Spaltung in ecm 


nis NaOH * Zusatz von Spaltung in ecm 
Priparat vor Zusate ee mg Vitamin C n/5 NaOH nach Zusatz 
dnecstinahee pro 100 ccm Ansatz von Ascorbinsiure 
9, 2,13 I nach 30 Min.** 2,15 
(Extrakt ) yn (as 1,98 
ee 1,93 
9,, 2,11 1,5 ae 2,11 
(1. Voradsorption) "age 2,16 
i IO, 2,15 
9, 0,60 l » 8, 0,49 
(Elution) asc Cs 0,45 
oo Pa 65 0,30 
12,, 1,73 2 rare ye 1,75 
(Elution) ae: Sas 1,71 


* Bei allen Versuchen wurde vor Zugabe des Vitamin C Stickstoff durchgeleitet und mit 
Paraffin iiberschichtet. Die Spaltungsangaben beziehen sich in allen Tabellen auf 20cem = 1); 
des gesamten Ansatzes. 

** Die Zeitangabe bezieht sich auf die Einwirkungszeit der Ascorbinsdure auf die Leber- 
esterase vor dem Spaltungsansatz. Im allgemeinen wurde auf 1 ccm Leberesterasepriiparat 1 mg 
Vitamin C verwendet. 


1 Diese Zeitschr. 275, 114, 1934. 
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phosphatadsorption in 4 Stunden die Halfte der Wirksamkeit. Ohne 
Ascorbinsaure war die Elution mehrere Tage vollkommen unverandert 
haltbar. (Im Eisschrank halten sich die Elutionen meist wochen- ind 
monatelang fast ohne Wirksamkeitsverlust.) 


b) Versuche nach vorangehender Inaktivierung der Leber. 
esterase. 


In unserer fritheren Untersuchung war die Aktivierung durch 
Ascorbinsaéure erst zum Vorschein gekommen, wenn durch Kieselgur 
die Wirksamkeit der Leberesterase auf einen Bruchteil vermindert 
worden war. Die Abnahme an Wirksamkeit durch die Kieselgurbehand.- 
lung wurde als Zerfall durch Herausnahme von Esteraseagon gedeutet 


Z. J. Kertesz konnte eine Verminderung der Wirksamkeit dure! 
Schiitteln seiner Praparate mit Kieselgur nicht herbeifiihren. Vielleicht 
ist der Unterschied verursacht durch die von ihm mit gutem Erfolg 
verwendete Fallung der Esterase durch Ammoniumsulfatsattigung, dic 
ein Co-adsorbens entfernt haben diirfte. In unseren Praparaten trat 
zwar stets eine Wirksamkeitsabnahme beim Schiitteln mit Kieselgur 
auf, aber die Inaktivierung erforderte bei reineren Praparaten meh 
Kieselgur und langere Zeit. Tabelle II zeigt unsere vergeblichen Ver. 
suche zur Reaktivierung der inaktivierten Praparate mit Ascorbin- 
siure. Entweder wurde — mit den Extrakten und mit den ersten 
Reinigungsstufen — keine Reaktivierung beobachtet, oder mit den durch 
Kieselgur vollstandig oder fast vollstandig inaktivierten Praparaten 
nur eine der Ascorbinsaurewirkung selbst entsprechende Esterspaltung. 
Gelegentlich wurde wieder eine zunehmende Empfindlichkeit der Pra- 
parate durch die Ascorbinsdure festgestellt (s. Praparat 10,y). 


Als weiteres Verfahren zur Herstellung von Esterasepraparaten, 
die durch Ascorbinsaure reaktivierbar schienen, und sogar zur Darstellung 
von Esterasepheron selbst glaubten wir frither, die Dialyse gegen schwach 
salzsaures Wasser verwenden zu kénnen, nach dem Vorbild der T heorell- 
schen Trennung von prosthetischer Gruppe und Proteid des gelben 
Atmungsferments!. Die Deutung der Aktivierungsergebnisse mit 
Ascorbinsaure ist aber vollig abwegig. Durch die n/100 Salzsaure tritt 
nimlich auch ohne Dialyse Zerstérung der Leberesterase ein, die weder 
durch Einstellung neutraler oder schwach alkalischer Reaktion, noch 
durch Ascorbinsdurezusatz wieder riickyangig gemacht werden kann 
Was als Spaltung beobachtet wurde, war lediglich die von Ascorbin- 
siure selbst bewirkte Hydrolyse und nicht eine Enzymbildung aus 
Ascorbinsaure und Esterasepheron. 


1 ° 
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Ascorbinsaure und Leberesterase. 


Tabelle Il. 


Wirkung der Ascorbinsaure auf inaktivierte Leberesterase. 





Dauer der; Natronlauge- Zusatz 
kK ieselygur- verbrauch von mg Natronlaugever- 
ein- nach Vitamin C brauch nach 
wirkung * Kieselgur- p. 100cem Vitamin C-Zusatz 
in Std. behandlung Ansatz 


Natronlauge- 
verbrauch vor 
Zusatz des 
Kieselgurs 


Priparat 


10,,** 9,60 cem n/5 6,26cemn/5 10 nach 2h 6,34cem n/5 
(1. Vorad- 
sorption, 
dialysiert) 
10i ** 7,20 cemn/5 5.37cemn/b nach lh 5,2lcemn/5 
(2. Vorad- ge Ge 
sorption, 
dialysiert) 
10:41 0,83 cemn/5 0,07 cem n/5 é nach !/,h 0,12cem n/5 
(2. Vorad- oO! 
sorption, 
undialysiert) 
10, 1,34cem n/5 0,13 cem n/5 : nach !/,h 0,15cemn/5 
(Elution, | ~ “Ree « x 
undialysiert) || 
101, '1,14cemn/5 0,10 cem n/5 nach!/,h 0,14cem n/6 
(Elution, a) SS oe 
undialysiert) oxi GUE se wo 


11, 1,29 cem n/5 0,59 cem n/5 nach '/,h 0,60cem n/5 
(Extrakt, 
dialysiert) 

12,,a) |1,70cemn/5 0,05 cem n/5 nach !/,h 0,05cem n/5 
(Elution, oon EE OES iris 
dialysiert) | 

} 

12,yb) =| 1,70cemn‘5 0,19 cem n/5 é nach ?/,h 0,12cemn/6 
(Elution, | Pe 
dialysiert) » ShO8, . 

12, ¢c) 4,44 cemn/20 0,24cem n/20 nach 1h 0,23 cem n/20 
(Elution, » SROS6 ,, 
dialysiert) | 


* Auf 50ccm Leberpriiparat kamen bei den Versuchen 10, 11 und 12a) 2g Kieselgur, bei 
den Versuchen 12b) und 12c) dagegen 0,25 g Kieselgur. 

** Bei diesen Versuchen wurden 10 ccm Leberpriiparat dem Bestimmungsansatz zugesetzt. 
Bei allen anderen Versuchen wurde 1 ccm Leberpraiparat im Bestimmungsansatz verwandt. 


3. Reduktionsvermégen von Leberesterasepriparaten. 


Im Gegensatz zu den Priparaten von Kertesz besitzen alle unsere 
Darstellungen der Leberesterase ein deutliches Reduktionsvermégen 


gegeniiber Dichlorphenol-indophenol, das dem gegen Jodlésung ge- 


messenen der friiheren Abhandlung auch nach tagelanger Dialyse gegen 
flieBendes Wasser gleichkam. Z. B. entsprach die Reduktionswirkung 
von 10 ccm reinem Leberextrakt mit 13,2 E. E. derjenigen von 20 y 
Ascorbinséure, nach verlustloser Dialyse noch derjenigen von 14 y 


7* 
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Ascorbinsaure. Dasselbe Priparat wurde nun unter Verlust von 2; 
der Esterase mit Bleiphosphat voradsorbiert und 6 Tage gegen Wasser 
dialysiert. Danach waren noch 9,5 E. E. in 10 cem vorhanden, deren 
{eduktionsvermégen 3 MY Ascorbinsaure entsprach, also ungefahr ().3 » 
Ascorbinsiure pro E.E. Die niedrigsten frither gemessenen Werte 
waren 0,4 und 0,5 y Ascorbinsaure, Offenbar wird also eine reduzierende 
Substanz mit groBer Hartnackigkeit von der Leberesterase festgehalten 
Die mit groben Enzymmengen (300 bis 450 E. E.) ausgefiihrten neva. 
tiven Versuche von Kertesz schlieBen aber die Zugehérigkeit der redu- 
zierenden Substanz zu der Esterase aus. 


4. Tierversuche. 

Eine Steigerung des Esterspaltungsvermégens von Hundeblut 
durch einmalige intravenése Injektion von 500 mg Vitamin C konnten 
wir nicht mit Sicherheit feststellen. Denn die friiher beobachtete grifte 
Steigerung von 0,15 E. E. auf 0,27 E. E. pro cem Blut tiberschreitet 
kaum die Fehlergrenze. Bei himolysiertem Blut muB man des undeut- 
licheren Umschlags wegen mit n/5 KOH titrieren. 0,1 E. E. entspricht 
dann einem Laugeverbrauch von 0,02 cem n/5 Kalilauge in einer 
halben Stunde. 

Genauer 14Bt sich nach der stalagmometrischen Methode der 
Butyrasegehalt des Blutes bestimmen. Er war wie in unseren friiheren 
Versuchen unverandert. 

Auch der Versuch, durch 9mal wiederholte tagliche Injektionen 
von 10 mg Ascorbinsaure bei Meerschweinchen den Esterase- und Lipase- 
gehalt von Leber und Pankreas zu steigern, hatte jetzt ein negatives 
Ergebnis. Es fiel uns aber auf, daB die Lebern der mit Ascorbinsiure 
behandelten Tiere wesentlich gréBer als die der Kontrolltiere waren 
(Frischgewicht durchschnittlich 11,2 g bei den normalen und 15,5 g bei 
‘den behandelten Tieren, Trockengewicht 2,7 bzw. 3,9 g). Vielleicht ist 
die Zunahme des Lebergewichtes ein Anzeichen fiir eine vermelirte 
Leberfunktion; diese kénnte fiir die Steigerung der Blutesterase in 
den therapeutischen Versuchen am Menschen verantwortlich sein. 
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Wirkungsmechanismus der Hauthistidase. 
Von 
Bruno Borghi und Corrado Tarantino. 
(Aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie der Kéniglichen Universitat 
Florenz. ) 


(Eingegangen am 21. Marz 1940.) 


In unseren friiheren Arbeiten (1,2) haben wir die Anwesenheit 
eines spezifischen Ferments in der Haut beschrieben, welches Histidin 
angreift und dessen Wirkung von Ammoniakbildung und Sauerstoff- 
verbrauch begleitet wird. Wir hatten schon damals vermutet, daB sich 
der Wirkungsmechanismus dieses Ferments von dem der von Edl- 
hacher (3) sichergestellten Leberhistidase unterscheide, wollten jedoch 
unsere Ansicht durch weitere Versuche stiitzen. Die Leberhistidase 
ist ein Enzym, das Histidin auf hydrolytischem Wege angreift und seine 
Wirkung sowohl in Sauerstoff- als auch in Stickstoffatmosphare ausiibt 
[Edlbacher, Baur und Kébner (4)|. Die enzymatische Wirkung der Haut- 
histidase ist dagegen stets vom Sauerstoffverbrauch begleitet, was wir 
durch zahlreiche, nach der Warburgschen Methode ausgefiihrte Ver- 
suche beweisen konnten. Durch manometrische Bestimmungen hat 
einer von uns [ 7'arantino (5)| feststellen kGnnen, da} jedem umgesetzten 
Histidinmolekiil der Verbrauch eines Sauerstoffmolekiils und die Ent- 
stehung eines CQ,-Molekiils entspricht. 


Um den Wirkungsmechanismus der Hauthistidase griindlicher zu 
untersuchen, haben wir eine Reihe anderer Versuche angestellt und 
teilen hier deren Ergebnisse mit. Vor allem wollten wir sehen, ob 
durch die Wirkung der Hauthistidase sich unter AusschluB von Sauer- 
stoff aus dem Histidin Ammoniak bilden kénne. Durch wiederholte 
Versuche, deren Ergebnisse in der Tabelle | zusammengefaBt wurden, 


Tabelle I. 
Versuchsansatz: 10cem durch Adsorption gereinigte Leber- oder Haut- 
histidase + 10cem einer 1°,igen Histidinlésung + 20eem Pufferlésung 
nach Sorensen. Temperatur 38°. SauerstoffausschluB. 





| cem m/50 H»SO, 


Hauthistidase 


Versuch | Nach Stunden Leberhistidase Dx 8.0 
| PH 9,0 = 
Nr. Anaerobiose Aerobiose 
1 16 24 0 } ll 
2 24 28 1,5 13 
3 24 30 2,0 15 
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haben wir festgestellt, daB durch die Hauthistidase in Abwesenheit yoy 
Sauerstoff kein Ammoniak aus Histidin gebildet wird ; unter den gleichen 
Verhaltnissen bilden sich dagegen durch dic Wirkung der Leberhistidase 
erhebliche Mengen von NH,. AuBerdem haben wir in gleichzeitig 
nach der Methode von Warburg ausgefiihrten Versuchen immer Sauer 
stoffverbrauch von seiten des Systems: Hauthistidase + Histidin, da 
gegen keinen Sauerstoffverbrauch von seiten des Systems: Leber 
histidase +- Histidin beobachtet, auch wenn wir den Versuch  iiber 
mehr als 3 Stunden fortsetzten. Die am Ende des Versuchs zur Priifuny 
der enzymatischen Wirkung mit den GefaBfliissigkeiten angestellte 
Reaktion nach Kapeller-Adler fiel in beiden Fallen stets negativ aus 
(Tabelle II). Die Hauthistidase ist eine Oxydodesaminase, die ihr 
Wirkung nur in Anwesenheit von Sauerstoff ausiiben kann, wahrend 
die Leberhistidase, wie schon Edlbacher gezeigt hat, das Histidin auf 
hydrolytischem Wege angreift. 


Tabelle IT. 
Versuchsansatz: 2cem durch Adsorption gereinigte Leber- oder Haut- 
histidase + leem Pufferlésung nach Sorensen + 0,5 cem einer m 100 
Histidinlésung. Temperatur 38°. Gasraum: reiner Sauerstoff. 





XO». 
Versuch | Nach Stunden ~~ Teberhistidase Hauthistidase 
Nr. Px 9,9 Pu 8.0 
1 1 0 — 80 
2 1 0 72 
3 3 0 90 
2 


Eine andere sehr wichtige Frage, die auf indirektem Wege eine 
weitere Klarung des Wirkungsmechanismus der Hauthistidase erbringen 
konnte, war die Bestimmung der NHs-Mengen, die sich aus gleichen 
Mengen von Histidin durch die Wirkung einerseits der Hauthistidase, 
andererseits der Leberhistidase bilden. Durch zahlreiche vergleichende 
Bestimmungen haben wir festgestellt, da8 durch Leberhistidase doppelt 
soviel NH, als durch Hauthistidase gebildet wird (Tabelle II1). Es 
ist bekannt, daB die Leberhistidase den Imidazolring aufspaltet und 
die in ihm enthaltenen zwei Stickstoffatome herauslést; aus dem oben 
angefiihrten Verhaltnis der NH,-Mengen folgt, daB die Hauthistidase, 
wenn sie mit Histidin reagiert, nur ein einziges Stickstoffatom heraus- 
lost. Es sollte nun festgestellt werden, ob der Stickstoff, der durch 
die Wirkung der Hauthistidase frei wird, aus dem Imidazolring oder 
aus der Aminogruppe herkomme. Zu diesem Zweck haben wir einige 
Untersuchungen mit Methylderivaten des Histidins durchgefihrt, ohne 
jedoch irgendein Resultat zu erzielen, was auf die strenge chemische 
Spezifitat der Hauthistidase zuriickzufiihren ist, welche, analog zut 
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Tabelle III. 
Versuchsansatz: 10cem durch Adsorption gereinigte Leber- oder Haut- 
histidase + 10cem einer 1° ,igen Histidinlésung + 20 cem Pufferlésung 
nach Sorensen. Temperatur 38°. Gasraum: Luft. 





cem m/50 Hy SO, 


Vereen Nach Stunden Leberhistidase Hauthistidase 
Nr. Py 9,0 Px 8,0 
l 16 15,40 7,50 
2 | 20 24,00 12,20 
3 24 30,00 15,00 
4 48 32,00 15,00 


Leberhistidase (wie wir in parallelen Versuchen beobachten konnten), 
die Methylderivate der Aminosdure nicht anzugreifen vermag. Diese 
Beobachtungen bestatigen diejenigen von Edlbacher und Mitarbeitern (4) 
iiber die strenge Spezifitat der Leberhistidase und zeigen, daB dieselbe 
Eigenschaft auch der Hauthistidase zugeschrieben werden mu. Auf 
Grund dieser Schwierigkeiten richteten wir unsere Aufmerksamkeit 
auf das Verhalten der Imidazolringe, die wir am Ende jedes Versuchs 
nach der Methode von Hanke und Koessler (6) bestimmten. Diese 
Untersuchungen haben gezeigt, daf nach Einwirken von Hauthistidase 
die Imidazolringe quantitativ unverandert bleiben, wahrend sie voll- 
kommen abgebaut oder erheblich vermindert erscheinen, wenn Histidin 
mit der Leberhistidase reagiert. 

Aus diesen Versuchen kénnen wir schlieBen, daB die von uns in 
der Haut sichergestellte Hauthistidase das Histidin durch oxydative 
Desaminierung angreift und Ammoniak aus der Aminogruppe bildet. 
Es ist sehr wahrscheinlich, daB durch diese Reaktion aus dem Histidin 
eine Ketoséure entsteht und wir haben in dieser Richtung bereits 
mit weiteren Untersuchungen begonnen. 


Literatur. 


1) Borghi u. Tarantino, Lo Sperimentale 92, 89, 1938. 2) Borghi, 
Klin. Wochenschr. 18, 507, 1939. 3) Edlbacher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
157, 106, 1926; Edlbacher u. Kraus, ebenda 191, 225, 1930. 4) Edlbacher, 
Baur u. Koebner, ebenda 259, 171, 1939. 5) Tarantino, Lo Sperimentale 92, 
572, 1938. — 6) Hanke u. Koessler, J. of biol. Chem. 39, 497, 502, 508, 1919. 

















Untersuchungen 
iiber die Eisen-Phenanthrolin-Verbindung. 
(Ein Beitrag zur Methodik der Serumeisenbestimmung.) 
Von 
H.-G. Sehmidt. 
(Aus der Medizinischen Universitatsklinik Erlangen.) 


(Eingegangen am 15, April 1940.) 


Seit anderthalb Jahren werden an der hiesigen Klinik serienmabig 
die Serumeisen- und seit drei Vierteljahren auch die Serumkupferwerte 
unserer Patienten tiberpriift. Bei der Serumeisenbestimmung haben 
sich aber trotz genauer Einhaltung der von Heilmeyer entwickelten 
Methodik Unstimmigkeiten herausgestellt, die nicht allein durch die 
Annahme einer mehr oder minder groBen Fehlergrenze erklart werden 
kénnen. Da die Ursache fiir diese Unstimmigkeiten méglicherweise in 
einem besonderen Verhalten der Eisen-Phenanthrolin -Verbindung zu 
suchen war, wurde diese Verbindung unter verschiedenen Bedingungen 
untersucht; die dabei erhaltenen Ergebnisse berechtigen mich zu der 
Annahme, durch ihre Ver6ffentlichung zur Verbesserung der Methodik 
beizutragen. 

Schon vor einiger Zeit wurden wir darauf aufmerksam, da{ der 
Ausfall der Serumeisenwerte anscheinend stark von der Menge der 
zugesetzten Schwefelsiure abhangig ist!. Verglich man namlich Werte 
ein und desselben Serums nach Abzug des entsprechenden Leerversuchs- 
wertes miteinander, so konnte man fast durchwegs die Beobachtung 
machen, da8 man nur in den seltensten Fallen tibereinstimmende 
Ergebnisse erhielt. Besonders eindrucksvoll war dies bei den Leer- 
versuchen selbst; trotzdem stets mit den gleichen Lésungen gearbeitet 
wurde, differierten die erhaltenen Werte oft betrachtlich. Heilmeyer 
selbst erklarte einmal in der Aussprache zu seinem Vortrag beim Jenaer 
Fortbildungskursus 1939 dieses auffallige Verhalten der Leerversuchs- 
werte durch einen wechselnden Eisengehalt der verwandten Filter. Si 
sollen dem Filtrat beim Durchlaufen der salzsauren Lésung gering' 
Eisenmengen beimischen und dadurch ein Ansteigen des Leerversuchs 
wertes verursachen. Es sei schon an dieser Stelle erwahnt, daf von 
einem Ubertritt von Eisen aus dem Filter keine Rede sein kann, wie dic 
Untersuchungen der Tabelle IV erlautern. Vielmehr wird der Lésung 
durch das Filter — und zwar wahrscheinlich durch Adsorption — ein 
nicht unwesentliche Menge an Eisen entzogen. Man kann diesen Verlust 


1 Diese Beobachtung machte unsere technische Assistentin, Frl. Elert, 
bei der Durchfiihrung der Bestimmungen . 
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vermindern, wenn man die Versuchslésung mehrmals durch das gleiche 
Filter durchlaufen laBt (siehe Tabelle V); véllig verhindern laBt sich 
aber der Verlust durch Zusatz einer starken Saure, wie aus Tabelle VI 
zu entnehmen ist. Diese Ansiuerung mit einer starken Saure fiihren 
wir aber schon durch die Zugabe von 2 bzw. 1 ccm 20 °,iger Salzsaiure 
zum Serumansatz durch und vermeiden dadurch den Eisenverlust 
durch das Filter mit Sicherheit. Mit gré8ter Wahrscheinlichkeit haben 
wir auch in der Tatsache, daB die Filter den Versuchslésungen Eisen 
entziehen, die Erklarung fiir die schon von Heilmeyer beobachtete Er- 
scheinung, daB die Serumeisenbestimmungen bei Eisenzusatzseren 
niedriger als berechnet ausfallen, wenn man beim Serumansatz die 
Salzsiure fortlaBt. Die Salzsiure ist also zum Ansatz unbedingt er- 
forderlich, da die Trichloressigsaure allein nicht ausreicht, den Adsorp- 
tionseffekt der Filter zu verhindern; m. E. sind aber anderslautende 
Erklarungsversuche fiir den Kisenverlust der Eisenzusatzseren  vor- 
liufig noch véllig unbewiesen. 


Von ohne Zweifel ganz wesentlicher Bedeutung fiir die Uber- 
einstimmung von Werten gleicher Seren ist die Abhangigkeit der Farb- 
entwicklung des Eisen-Phenanthrolins von der nach der Neutralisation 
mit NH, zugesetzten Schwefelsiure. In der Vorschrift von Heilmeyer 
heiBt es: ,,... wird mit n/2 H,SO, gerade leicht angesiuert.‘‘ Danach 
wird es in die Hand des Untersuchers gelegt, wie hoch oder wie niedrig 
er den Uberschu8 an Saure zu wahlen hat, was sich in praxi so aus- 
wirkt, daB in verschiedenen Bestimmungen die Menge der zugesetzten 
Schwefelséure verschieden hoch ausfallt. Da aber diese Ansauerung 
nicht willkiirlich vorgenommen werden darf, sollen meine Untersuchungen 
erweisen. 


Aus Tabelle I geht hervor, da® tatsichlich eine Abhangigkeit 
zwischen zugesetzter Schwefelsaure und Intensitaét der Lichtschwachung 
des Kisenphenanthrolins besteht. Man kann der Tabelle weiter ent- 
nehmen, daB zwischen einem Uberschu8 von 0,06 und 0,120 cem H,SO, 
die analytisch gefundenen Eisenwerte den theoretisch errechneten 
entsprechen, da aber diesseits wnd jenseits dieses Maximums die 
Werte absinken. Siuert man also eben leicht an, so kann man zu 
niedrige Werte erhalten, die zwar bei einem Leerversuch sehr erwiinscht 
sind, in Wirklichkeit aber dem tatsichlichen Wert nicht entsprechen. 
Fillt dagegen die Ansiuerung so aus, daB die nach Tabelle I erforder- 
liche Siuremenge erreicht wird, steigt der Leerversuch an. DaB man 
nun geneigt ist, dieses ,,Plus‘‘ an Eisen irgendwelchen Verunreinigungen 
zuzuschieben, ist bei Unkenntnis der wahren Verhiltnisse ein leicht 
verzeihlicher FehIschluB. Zum Vergleich sind in Tabelle II die Unter- 
suchungen an Kisenstammlésungen, Seren und Eisenzusatzseren ein- 
ander gegeniibergestellt worden. 
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Tabelle I. Abhaingigkeit der Farbintensitit des Eisen-Phena: 
throlins von der Menge iiberschiissig zugesetzter Schwefelsiur: 
Theoretischer Wert: 121,5 y°®.. 





H, S80, 











Bay bis zur + a ces iva Bre 
Neutralisation Oberschub 
0,003 0,013 0,005 1,10 0,71 78.0 
0,003 0,013 0,010 1,10 0,78 86.0 
0,003 0,013 0,020 Lid 0,89 99,1) 
0,003 0,013 0,040 1,13 0,99 112.0 
0,003 0,013 0,050 1,14 1,02 116.0 
0,003 0,013 0,060 1,15 1,06 122,() scht 
0,003 0,013 0,070 1,15 1,05 121.0 ‘ 
0,003 0,013 0,080 1,16 1,06 123,0 brat 
0,003 0,013 0,090 1,16 1,06 123,0 : 
0,003 0,013 0,100 1,18 1,04 122, Tah 
0,003 0,013 0,110 1,19 1,01 120.0 int 
0,003 0,013 0,120 1,20 1,02 122.0 U 
0,003 0,013 0,130 1,21 0,98 118,0 
0,003 0,013 0,160 1,28 0,81 103.0 oo 
0,003 0,013 0,180 1,30 0,75 97,5 
0,003 0,013 0,200 1,30 0,61 79,0 
0,003 0,013 0,220 132 0,51 67,5 
Tabelle Il. Abhangigkeit der Farbintensitat des Eisen-Phenan 
throlins vom Schwefelsiureiiberschu8, untersucht an Lee ( 
versuch, Eisenlésungen, Serum und Eisenzusatzseren. ( 
Dabei wurden alle Ausgangslésungen nach Vorschrift behandelt: Zusaty ( 
von Trichloressig- und Salzsaure, filtriert und vom Filtrat 1 ccm weite! 0 
verarbeitet. 0 
Schwefelaiure E50 
a Gesamtmenge ||___ nme 7 7¥°%lo seste 
abgelesen umgerechnet 
brau 
Leerversuch. wal 
0,010 1,610 | 0,14 0,028 45,0 
0,050 1,616 0,19 0,038 61,3 und 
0,060 Ltes 0,19 0,038 61,7 zuset 
0,080 1,632 0,19 0,038 62,0 klej 
0,100 1,653 | 0,19 0,038 62,8 _ 
0,150 1,720 0,17 0,034 58,5 | 
0,220 1,775 0,08 0,016 27,6 8 VO 
Kisenlésung (121,5 %). fiihre 
0,010 1,614 0,45 0,090 146,0 101,0 
0,030 1,594 0,52 0,104 162,0 112,0 dure! 
0,080 1,619 0,57 0,114 184,0 122,0 genal 
0,100 1,701 0,54 0,108 184,0 121,2 n/2 ] 
0,100 1,639 0,56 0,112 184,0 121,2 ii 
0,150 1,701 || 0,44 0,088 150,0 91,5 throb. 
0,220 1,768 Pe 0,042 75,0 47,4 zufri¢ 
Serum. 
0,010 | 1,588 0,49 0,098 156,0 111,0 
0,030 1,606 0,52 0,104 168,0 115,0 ‘ 
0,050 1,596 0,56 0,112 179,0 117,7 f 
0,080 1,660 0,55 | 0,110 182,0 120,0 dunge 
0,100 1,650 0,55 Y -@iae 181,0 119,2 


0,170 1,731 0,34 | 0,068 117,0 63,0 








18.0 
6,0 
19,0) 
[? 0 
16.0 
22,() 
1,0 
23,0 
23,0) 
22,0 
0.0 
22,0) 
18,0 
3.0) 
7,5 
79.0) 
dye 
ehnan 
Lee! 
. 
Zusaty 
weitel 
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Tabelle IT (Fortsetzung). 





Schwefelsiure- | Gesamtmenge ____ cd i } ¥% lo 

iiberschu8 
abgelesen | umgerechnet. 
Serum mit Eisenzusatz (berechneter Wert: 268 y%). 

0,010 1,578 0,92 0,184 290,0 245,0 

0,040 1,589 1,00 0,200 318,0 258,0 

0,080 1,640 1,00 . 0,200 328,0 266,0 

0,100 1,663 1,00 0,200 332,0 269,2 

(0,150 1,702 0,69 0,138 238,0 179,5 


DaB die Intensitét des Eisen-Phenanthrolins lediglich vom Uber- 
schuB8 an Schwefelsiure und nicht von der absoluten Menge an ver- 
brauchter Saure und Base abhangig ist, zeigt Tabelle III. 

Tabelle 111. Untersuchungen iiber die Abhangigkeit der Farb- 
intensitat des Eisen-Phenanthrolins von den absoluten Siaure- 
und Basenmengen bei gleichbleibendem SaureiiberschuB. 
Wert der verwandten Eisenstammlésung: 129,0 y°,. 





H, SO, 
NH, aera — Menge in ccm E50 y/o 


bis zur ‘ . 3 
Neutralisation Cherschub 





0,003 0,018 0,080 1,231 1,05 129,5 
0,006 0,058 0,080 1,274 1,02 130,0 
0,010 0,080 0,080 1,300 0,99 129,0 
0,020 0,160 0,080 1,390 0,94 130,0 
0,050 9,408 0,080 1,668 0,78 130.0 


SchlieBlich hat sich im Verlauf der Untersuchungen noch heraus- 
gestellt, daB es zweckmaBig ist, die im Verlauf der Titrationen ver- 
brauchten ccm (abgelesen an einer Mikrobiirette) zusammenzuaddieren 
und diesen Wert an Stelle eines an einer Stangenpipette abgelesenen 
und oft subjektiv beeinfluBten Wertes in die SchluBgleichung ein- 
zusetzen. Bei dem schon an und fiir sich hohen Faktor wiegen auch 
kleine Ablesefehler schwer. 

Aus diesen Untersuchungen laBt sich also der SchluB ziehen, daB 
es von Vorteil ist, immer bei gleichem Saureitiberschu8 zu arbeiten. Wir 
fihren aus diesem Grunde unsere Serumeisenbestimmungen jetzt so 
durch, daB wir 1 cem des Leerversuchs- und Serumfiltrats mit NH, 
genau bis zum Umschlagspunkt titrieren und nun je 0,08 ccm einer 
n/2 H,SO, hinzugeben; nach Zugabe von Hydrochinon und Phenan- 
throlin wird die Farbentwicklung abgewartet. Seither haben wir recht 
zufriedenstellende Ergebnisse erhalten. 


Praktische Ausfiihrungen. 


Zur Herstellung der Eisenlésungen wurden folgende Eisenverbin- 


dungen benutzt: : 
" 1. FeSO, (reinst); 


2. Fe(NH,) (SO4)o (reinst). 
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Bei der letzten Verbindung wurde bewuBt vom dreiwertigen Eisen 
Gebrauch gemacht; sie ist bestaéndiger als die des zweiwertigen Eisens 
und wird durch das spater zugesetzte Hydrochinon quantitativ in das 
zweiwertige iiberfiihrt. 


Tabelle 1V. Untersuchungen iiber den Eisengehalt der Filter. 


Fe-Lésung von 129,5 y°). 
a) Unfiltriert: Zugabe von 0,080 ccm H,8Q,. 
b) re ammoniakalisch gemacht; riicktitriert ; Zugabe von 0,080 eer 
H,SQ,. 
c) Filtriert: Zugabe von 0,080 cem H,S0O,. 
d) 5 amoniakalisch gemacht; riicktitriert; Zugabe von 0,080 cem 
H,SQ,. 


<a 





Menge 


1,210 1,05 127,0 
1,210 1,05 127,0 
1,214 1,05 127,5 
1,214 1,05 127,5 
1,210 0,58 70,2 
1,210 0,58 70,2 
1,214 0,58 70,5 
1,214 0,58 70,5 


Tabelle V. Untersuchungen iiber den Adsorptionseffekt der Filte 
nach fiinfmaligem Durchlaufenlassen des gleichen Filtrat 
durch dasselbe Filter. 


Weiterbehandlung wie bei Tabelle IVc. 





Menge E50 7/0 


1,210 0,82 99,0 
1,210 0,82 99,0 


Tabelle VI. Vermeidung der Eisenverluste durch das Filter dure 
Zusatz einer starken Saure zum Ansatz. 





Schwefelsiure- . lo 
Menge E50 10!5 
<< | 3 berechnet 


0,010 1,214 0,99 120,0 129,0 
0,030 1,218 1,04 127,0 127,5 
0,050 1,218 1,04 127,0 127,0 
0,090 1,220 1,03 126,0 125,0 
0,130 1,224 1,92 125,0 123,5 


Nachschrijt: Auf die Arbeit von K.-H. Schaefer (diese Zeitschr 
Bd. 304, H. 6, S. 417), die ein ahnliches Thema behandelt, konnte ic 
nicht eingehen, da sie erst verdéffentlicht wurde, als sich meine Arbe 
bereits im Druck befand. 





